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EPIGRAFE

“A solucéo dos problemas apenas restaura a normalidade.
Aproveitar oportunidades significa explorar novos caminhos.”
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RESUMO

A hipertensao arterial resistente (HAR) € definida pela presenca de pressao
arterial (PA) acima da meta pressérica com o0 uso de trés classes de anti-
hipertensivos, ou ainda os pacientes que atingem controle da PA utilizando quatro
ou mais farmacos. A morbidade e mortalidade associadas a hipertensdo sao
atribuidas as lesdes de orgdos-alvo, sendo que a hipertrofia ventricular esquerda
(HVE) e rigidez arterial sdo fatores de risco independentes para os desfechos
cardiovasculares. A participacdo das metaloproteinases da matriz extracelular
(MMPs), dentre elas, a MMP-9, no remodelamento que leva a HVE e a rigidez
arterial sdo bem descritas em modelos animais, porém na hipertenséo resistente nao
h&4 estudos na literatura. Os polimorfismos do gene da MMP-9, -1562C>T
(rs3918242) e um segundo, chamado de R279Q (rs17576) estdo associados ao
aumento nos niveis de MMP-9 e eventos cardiovasculares. Também, foi
demonstrada a influéncia do polimorfismo R279Q sobre a rigidez arterial em
individuos saudaveis. Por fim, o SNP ndo sinbnimo Q668R (rs17577) foi associado
com doenca coronariana em pacientes hipertensos tratados com Anlodipino. Até o
momento, nenhum polimorfismo no gene da MMP-9 foi avaliado na HAR. Portanto o
presente trabalho teve como objetivos: (1) Determinar os niveis circulantes de MMP-
9, do inibidor TIMP-1 e da razdo MMP-9/TIMP-1 (atividade global da MMP-9) nos
grupos de hipertensos resistentes (HAR) (n=124) e néo resistentes (HAS) (n=136);
(2) Avaliar a associacéo entre os niveis da MMP-9 e TIMP-1 com o grau de rigidez
arterial e HVE nos grupos de hipertensos; (3) Avaliar as frequéncias dos alelos,
gendtipos e haplétipos para os polimorfismos da MMP-9 (rs3918242, rs17576 e
rs17577) nos HAS e HAR e (4) Avaliar a relagdo dos polimorfismos com as
concentracbes de MMP-9 e com HVE e rigidez arterial. Os niveis plasmaticos de
MMP-9 e TIMP-1 foram avaliados por ELISA. O grupo de HAR apresentou menor
concentracdo de MMP-9, menor razdo MMP-9/TIMP-1 e maiores valores de TIMP-1
comparados aos HAS. Em seguida, avaliamos a associacdo desses biomarcadores
com a rigidez arterial, avaliada através de velocidade de onda de pulso (VOP), e
com a HVE, avaliada através do indice de massa do ventriculo esquerdo (IMVE) por
ecocardiograma. A MMP-9 e a relacdo MMP-9/TIMP-1 foram positivamente
correlacionadas com o diametro diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE) no grupo
HAR. Ja no grupo HAS, as mesmas correlacdes foram negativas. O TIMP-1 foi
negativamente correlacionado com IMVE no grupo HAR e positivamente associado a

IMVE no grupo HAS. N&o foi encontrada correlagédo entre IMVE e MMP-9, nem



RESUMO

correlagcdes entre VOP com MMP-9 e TIMP-1 em ambos os grupos. Por fim,
determinaram-se as frequéncias genotipicas dos polimorfismos -1562C>T por PCR
seguida de eletroforese, e dos polimorfismos R279Q e Q668R, por PCR em tempo
real utilizando sondas Tagman. As frequéncias haplotipicas foram estimadas pelo
programa PHASE. Ndo houve diferencas nas frequéncias genotipicas, alélicas e
haplotipicas entre os grupos. NOs avaliamos ainda a associagdo dos diferentes
genaotipos com as concentracdes de MMP-9, rigidez arterial e prevaléncia de HVE,
mas nenhuma associacdo foi encontrada. Nossos resultados sugerem que o
equilibrio entre MMP-9 e TIMP-1 varia de acordo com a gravidade da hipertensédo e
estdo associados com HVE. Além disso, nossos dados demonstraram que os 3
polimorfismos genéticos da MMP-9 ndo estdo associados com o fendtipo de HAR e

nao afetam os niveis plasméaticos de MMP-9 nos pacientes hipertensos estudados.

Palavras- Chave: Metaloproteinase 9 da matriz, Inibidor Tecidual de
Metaloproteinase-1, Hipertenséo, Hipertrofia Ventricular Esquerda, Rigidez Vascular,

Polimorfismo Genético



ABSTRACT

Resistant hypertension (RHTN) is defined as BP that remains above goals
despite of the concurrent use of 3 antihypertensive agents of different classes at
optimal dose amounts. Also, patients whose BP are controlled but require 4 or more
medications are considered resistant. Left ventricular hypertrophy (LVH) and arterial
stiffness are important predictors of mortality and morbidity and it is related to major
cardiovascular events. Matrix metalloproteinases (MMPs) are a family of zinc
dependent enzymes. MMP-9 participates in cardiovascular remodeling that
contributes to LVH and arterial stiffness. These relationships are well described in
animal models of hypertension, however in RHTN remains unclear. Genetics
polymorphisms in MMP-9 gene including -1562C>T (rs3918242) and R279Q
(rs17576) were associated with MMP-9 levels and cardiovascular events. The
relationship between R279Q and arterial stiffness was also described in healthy
volunteers. Finally, non-synonymous SNP Q668R (rs17577) was related to coronary
disease in hypertensive patients treated with Amodipine. To date, no MMP-9
polymorphisms were evaluated in RHTN. Therefore, this study aimed: (1) To
evaluate the levels of MMP-9, TIMP-1 and MMP-9/TIMP-1 ratio in RHTN subjects
(n=124) and non-RHTN (HTN) (n=136) (2) To evaluate the relationship between
MMP-9 and TIMP-1 with arterial stiffness and LVH in both groups (3) To evaluate the
frequencies of MMP-9 polymorphisms (rs3918242, rs17576 e rs17577) in HTN vs.
RHTN (4) To evaluate the relationship of genetic polymorphisms with MMP-9 levels,
LVH and arterial stiffness. Plasma levels of MMP-9 and TIMP-1 were measured by
ELISA. RHTN subjects presented decreased levels of MMP-9 and MMP-9/TIMP-1
ratio and higher TIMP-1 compared to HTN. We evaluated the association of these
biomarkers with arterial stiffness, measured by pulse wave velocity (PWV), and with
LVH, defined by left ventricular mass index (LVMI) (by echocardiogram). MMP-9 and
MMP-9/TIMP-1 ratio were positively correlated with LV diastolic diameter (LVDD) in
RHTN group. On the other hand, these biomarkers were inversely related to LVDD
in HTN group. TIMP-1 was negatively related to LVMI in RHTN subjects, while
positive association was found in HTN group. No relationship was found between
LVMI and MMP-9, neither between PWV and MMP-9 nor TIMP-1 in both groups. We
assessed genotypic frequency of -1562C>T using PCR followed by electrophoresis.
R279Q and Q668R polymorphisms were determined using Real Time PCR with
Tagman probes. Haplotype frequencies were estimated by PHASE software. There

were no significant differences in the genotypes, alleles or haplotypes distributions



ABSTRACT

between the RHTN patients and HTN. Moreover, no differences were found in MMP-
9 levels, PWV or LVMI according to MMP-9 genotypes. Our data suggest
that MMP/TIMP balance varies according to the severity of hypertension and are
associated with resistant hypertension and left ventricular hypertrophy. In addition,
genetic polymorphisms in MMP-9 are not associated to RHTN phenotype and do not

affect MMP-9 levels in the hypertensive patients studied.

Key-words: Matrix Metalloproteinase 9, Tissue Inhibitor 1, Hypertension, Left
Ventricular Hypertrophy, Vascular Stiffness, Genetic Polymorphisms



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Akt Proteina quinase serina/treonina

AP-1 Ativador da proteina 1

ARA Il | Antagonistas do receptor de angiotensina Il

AVC Acidente vascular cerebral

BCC Bloqueadores do canal de célcio

CMLV | Células do musculo liso vascular

DCV Doencas cardiovasculares

DDVE Diamétro diastélico do ventriculo esquerdo

ECA Enzima conversora de angiotensina

ECG Eletrocardiograma

ELISA | Enzyme-linked immunosorbent assay

ERK Extracellular Signal-regulated Kinase / Quinase regulada pela sinalizacao
extracelular

FE Fracéo de Ejecao

HAR Hipertensdo Resistente

HAS Hipertensédo Arterial

HVE Hipertrofia do ventriculo esquerdo

IECA Inibidores da enzima conversora de angiotensina

IMVE indice de massa do ventriculo esquerdo

JNK c-Jun N-terminal kinases/ proteina quinase c-jun ativada

LOA Lesdes de 6rgaos alvo

MAPA | Monitorizacdo ambulatorial da presséao arterial

MAPK | Mitogen-activated protein kinases / Proteina Quinase Ativada
por Mitégeno

MEC Matriz extracelular

MMP Metaloproteinase

MVE Massa do ventriculo esquerdo

PA Presséo arterial

PAS Pressao arterial sistolica

PAD Pressao arterial diastolica

PI3K Fosfatidilinositol-3-quinase

PCR Polymerase chain reaction

PPVE Parede posterior do ventriculo esquerdo
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RFLP Restriction fragment length polymorphism

SHR Spontaneously hypertensive rat

SIVD Septo interventricular

SNP Single nucleotide polymorphism

TIMP-1 | Inibidores teciduais de metaloproteinases 1

VDF Volume diastolico final

VSF Volume sistolico final

VOP Velocidade de onda de pulso



https://en.wikipedia.org/wiki/Restriction_fragment_length_polymorphism

SUMARIO

SUMARIO
X | N =10 017V JOS OO 12
1.1  Hipertensao Arterial RESISTENTE .......cccoviieeieiiceeeceeee e 12
1.2 Alterac0Oes fisiopatolégicas na hipertenséao e lesdes de 6rgaos-alvo................ 14
1.3 Remodelamento cardiovascular e metaloproteinases e seus inibidores.......... 15
1.4 Estudos de associacdo genética na hipertensao resistente..........ccccveeeveenene. 19
1.5 Polimorfismos genéticos no gene da metaloproteinase 9.........cccceeeeveerecnnene. 20
2. OBUIETIVOS ...ttt et a e bt bt et be et et e s bt et e sbeeatenbesaeentesbe et eeas 22
3. CASUISTICA E METODOS ..ottt eetesae s sese s ses s sesas s sssssassssenas 23
3.1 SeleGa0 dOS PartiCIPANTES......cociviririeieieeeeeee et 23
3.2 Coletas de sangue e exames DioQUIMICOS .....ocooureirenininineneereeee e 24
3.3 Medidas da presSSaA0 Arterial ... e 25
3.4 Avaliacdo da velocidade de onda de pulSO (VOP).....ccoeerireninenenereeeeeee 25
3.5 Avaliacao da hipertrofia do ventriculo esquerdo (HVE) ......cccccoovenineneneenennene 26
3.6 GENOLIPAGENS ..ottt e ettt b e a e b s h et sttt 26
4. RESULTADOS ...ttt sttt sttt s bt e sat e s e e satesabesbe e b e e saeesaeesasesnteenteenseens 29
4.1 Artigo 1: “Alterations in Metalloproteinase 9 and tissue inhibitor 1 levels in resistant
hypertension and the relationship with left ventricular hypertrophy” ............ccovveevevvvecvennne. 29
4.2 Artigo 2: “Genetic polymorphisms of the matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) in
I RS = T )Y 01 0= K (o o 46
4.3 ReSUItAdOS AUICIONAUS ...c.coueiiiiieiiieieieiete ettt 66
5. DISCUSSAQO GERAL ..ottt s e sasnsssssssssssss s sssssssssssssnnaans 72
8. CONCLUSAO ...ttt sttt 80
7. REFERENCIAS .....oovviiitiieteieesiise sttt 81
8. ANEX OIS ettt ettt h e st e sttt e be e bt e s bt e saeeeateeteen 91
8.1 ANEXO A- Parecer do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) .......ccccccvveeveveeveeeeneenne. 91

8.2 ANEXO B: Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) ......ccccceevvevveeennnnne. 94



12

1. INTRODUCAO

1.1Hipertenséao Arterial Resistente

A hipertensdo arterial sisttmica (HAS) é uma condicdo clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressao arterial (PA). As
diretrizes brasileira, européia e americana de hipertensdo definem como meta
pressoérica PA <140/90 mmHg para individuos menores de 60 anos (1-3), ja as
novas diretrizes americanas preconizam o limite de <150/90 mm Hg para individuos
com mais de 60. Embora haja divergéncia nas metas pressoricas, indmeros estudos
demonstraram correlacdo entre os niveis da PA de consultorio e a incidéncia de
eventos cardiovasculares como acidente vascular cerebral (AVC), infarto do
miocardio, morte subita, insuficiéncia cardiaca, doenca arterial periférica e doenca
renal terminal (3-5), sendo que a mortalidade por doenca cardiovascular (DCV)
aumenta progressivamente com a elevacdo da PA a partir de 115/75 mmHg de
forma linear, continua e independente (4). E recente estudo clinico chamado
SPRINT demonstrou que o tratamento intensivo da hipertensao, diminuindo a meta
da pressdo arterial sistélica (PAS) para 120mmHg reduziu o0s eventos
cardiovasculares em hipertensos nao diabéticos (6). Além disso, o tratamento da
hipertensdo € associado com reducao da incidéncia de infarto do miocardio (20-
25%), AVC (35-40%) e insuficiéncia cardiaca (>50%) (7). A prevaléncia da
hipertensédo na populacéo brasileira € de cerca de 30%, sendo que em torno de 13%
das mortes por doencas do aparelho circulatério no Brasil sdo causadas pela HAS
(2).

Apesar de inumeros avancos das Ultimas décadas em termos de
desenvolvimento de drogas anti-hipertensivas, os mecanismos fisiopatoldgicos da
hipertensdo ndo sdo completamente esclarecidos e o controle pressérico continua
subdétimo na populacdo (8). Assim, a hipertensdo ainda trata-se de uma doencga de
alta prevaléncia e constitui um importante fator de risco cardiovascular com taxas de
controle baixas onde cerca de 50% dos hipertensos ndo atingem as metas
pressoricas de <140/90 mmHg (9). Neste contexto, a hipertenséo arterial resistente
(HAR) é definida pela presenca de PA acima da meta pressorica com 0 uso de trés
classes de anti-hipertensivos, em combinacédo racional de doses maximas, incluindo
idealmente um diurético, ou ainda o0s pacientes que utilizam quatro ou mais

farmacos, e obtém controle da PA (10). Para caracterizacdo destes pacientes é
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importante excluir as causas secundarias de hipertensdo (hiperaldosteronismo
primario, nefropatia crénica avangada, estenose de artéria renal, coarctacdo de aorta
e pseudorresisténcia). A pseudorresisténcia inclui a falta de adesdo ao tratamento
(farmacoldgico ou ndo farmacolégico), como demonstrado recentemente que dentre
pacientes considerados resistentes, cerca de 50% foi considerado n&o aderente,
pois, apds administracdo da medicacao assistida tiveram reducédo da PA(11). Ainda,
estudo avaliou as concentracdes séricas das drogas administradas por pacientes
HAR e conclui que 86% ndo eram aderentes pois pelo menos uma dentre as
medica¢bes administradas ndo foram detectadas (12). Estudo de nosso laboratdrio
demonstrou por contagem de comprimidos que a taxa de adesao aumentou de 63%
para 94% apds monitoramento intensivo de adeséo e assisténcia farmacéutica (13,
14). Sobre a adesdo nao farmacoldgica, a alta ingestdo de sédio pode dificultar o
controle da PA sendo que neste grupo de hipertensos a dieta hipossédica se
mostrou eficaz na reducao da PA(15). Outras causas de pseudorresisténcia devem
ser excluidas como o efeito do jaleco branco e técnica inadequada de afericdo da
PA (manguitos pequenos para a circunferéncia do braco). O efeito do jaleco branco
pode ser excluido pela monitorizacdo ambulatorial da PA (MAPA) (16).

A prevaléncia de HAR é estimada entre 4,5- 20% da populacdo de hipertensos
(17, 18). Um recente estudo longitudinal brasileiro (ELSA) encontrou uma
prevaléncia de HAR de 11% entre os pacientes hipertensos(19). Nosso grupo e
outros observaram diferencas fenotipicas entre os pacientes classificados como
resistentes, incluindo grau de obesidade, excesso de aldosterona plasmatica, raca
negra, idade e maiores prevaléncias de lesdes em Orgdos-alvo ou de seus
marcadores como rigidez arterial, hipertrofia ventricular esquerda, maior espessura
da intima média e microalbuminuria (19-25). Assim, este grupo de pacientes
apresenta alto risco cardiovascular e maiores taxas de eventos cardiovasculares
guando comparados a hipertensos nao resistentes (26).

Alguns grandes estudos clinicos tém investigado estratégias para o tratamento
da hipertensdo resistente. O estudo randomizado, cruzado e duplo cego
‘PATHWAY” teve como objetivo identificar o quarto farmaco ideal para estes
pacientes, assim entre bisoprolol, doxazosin, espironolactona e placebo, a
espironolactona mostrou-se mais eficaz na reducdo da PA, indicando que a retencéo
de sodio € um fator predominante na fisiopatologia da HAR (27). Além disso, a

aldosterona esta envolvida em alteragbes na estrutura e fungdo cardiaca em
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diversas doencas cardiovasculares clinicas incluindo hipertensdo (28, 29) e
pacientes HAR possuem elevados niveis plasmaticos de aldosterona comparados
com hipertensos de grau leve e moderado e normotensos (20, 30, 31). Outra
potencial intervencao € a ablacdo da artéria renal que inicialmente mostrou-se eficaz
em hipertensos resistentes (32, 33), porém em estudo clinico mais recente, o
SIMPLICITY- HTN3, que foi um estudo controlado, randomizado e com um grupo
controle, que realizou o exame, mas ndo a ablagdo (sham-procedure) mostrou néao
haver reducao significativa de presséao arterial relacionada a denervagao de artérias
renais (34). Além disso, o tratamento de hipertensédo néo inclui somente diminuir a
pressao. Estudos clinicos tém demonstrado que anti-hipertensivos com eficacia
semelhantes na reducdo da PA ndo reduzem o0s eventos cardiovasculares
igualmente. Por exemplo, atenolol, doxazosin e hidroclorotiazida foram inferiores na
reducdo de eventos em comparagdo ao losartan, clortalidona e anlodipino,
respectivamente, nos estudos clinicos LIFE, ALLHAT, e ACCOMPLISH, apesar de
similares reducdes na PA (35-37). Portanto, mecanismos fisiopatoldégicos da
hipertensdo e das lesdes de 6rgdos alvo (LOA) associadas a fim de identificar
terapias mais efetivas sdo emergentes. Ademais, estudos demonstraram que
pacientes HAR tém progndéstico desfavoravel tanto pelo dificil controle pressérico
guanto pela maior prevaléncia de LOA (23, 26, 38).

1.2Alterac0Oes fisiopatoldgicas na hipertenséo e lesdes de 6rgaos-alvo

A morbidade e mortalidade associadas a hipertensao séo atribuidas as lesdes de
orgdos-alvo, destacando-se 0 coragdo e 0S vasos sanguineos. Alteracdes nestes
dois importantes 6rgdos levam aos desfechos cardiovasculares, como acidente
vascular encefalico (AVC), infarto do miocéardio e insuficiéncia cardiaca (39). Essas
alteracdes refletem um processo de adaptacdo desses 6rgdos em resposta a
sobrecarga volémica ou pressorica. De maneira simplificada, no coragdo ocorre
aumento de massa muscular para comportar esse volume extra e a ativacdo de
mecanismos neurohormonais para aumentar a contratilidade (40). Dados do
Framingham Heart Study Offspring Cohort mostraram que a cada 10-g/m? de
aumento no IMVE foi associado com um aumento de 33% no risco para eventos
cardiovasculares (infarto do miocardio, insuficiéncia coronariana, insuficiéncia
cardiaca e AVC) (41). A principal e mais comum alterag&o cardiaca na hipertenséo é
a hipertrofia ventricular esquerda (HVE), variando de 20%, em hipertensos leves, a
70% em hipertensos mais graves (42). A HVE é um fator de risco independente para
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eventos cardiovasculares (43). Na hipertenséo resistente, foi encontrada prevaléncia
de 40% em HAR em comparagdo a 12% no grupo nao resistente(22), sendo a razéo
de prevaléncia de HVE de 2,08 comparados aos nao resistentes em outro estudo
(19). Dentre os hipertensos resistentes, aqueles que ndo atingem as metas
pressoricas (ndo controlados) apresentam indice de massa ventricular esquerda
maior que os pacientes controlados (20).

Nos vasos, a alta pressdo aumenta o estresse na parede que acelera a
degradacdo de elastina (44) e a degradacdo de colageno para aumentar a
distensibilidade da artéria e impedir o aumento da PA (45). A elastina ao ser
sintetizada novamente ndo possui as mesmas caracteristicas elasticas iniciais e, ao
longo da resposta cronica a alta PA, ocorre a deposicdo de colageno. Ambos
processos contribuindo para rigidez do vaso (46). A complacéncia da parede
vascular depende da contribuicdo do coldgeno e elastina, que conferem integridade
estrutural e elasticidade ao vaso. Além de mudangas estruturais, alteracdes em
células musculares lisas contribuem para o desenvolvimento da rigidez arterial. O
tbnus vascular pode ser modificado por deposicdo de calcio e pela acdo de
mediadores paracrinos como Ang Il, endotelina, estresse oxidativo e 6xido nitrico
(47, 48). Na hipertensao, a rigidez arterial pode estar presente mesmo nos estagios
iniciais da doenca causando a reducdo da capacidade de amortecer as alteracdes
ciclicas da pressdo sanguinea nas paredes das artérias (49), constituindo um
importante fator de risco de mortalidade cardiovascular em hipertensos (50). A
rigidez arterial também foi preditora de mortalidade cardiovascular e associada com
a presenca de aterosclerose (51). Além disso, foi demonstrado que a rigidez arterial
€ maior em pacientes hipertensos resistentes comparados com hipertensos de grau
leve a moderado e normotensos (21) e é maior em pacientes HAR nao-controlados
com relag&o aos controlados (20).

A rigidez arterial pode ser avaliada de maneira ndo invasiva pela estimativa da
VOP, um método simples e reprodutivel (52, 53). Estudos epidemiol6gicos
demonstraram que o aumento da VOP, marcador de rigidez arterial, esta associado
com aumento de risco da morbidade e mortalidade por doenca cardiovascular (50,
54, 55).

1.3Remodelamento cardiovascular e metaloproteinases e seus inibidores

A fisiopatologia da hipertrofia ventricular esquerda e da rigidez arterial tem como

base um processo conhecido como remodelamento tecidual. O remodelamento
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cardiovascular se caracteriza por alteracdes estruturais e funcionais nos tecidos
cardiacos e vasculares em resposta as alteracdes mecéanicas, hemodinamicas e
neurohumorais que acompanham a hipertensdo (56). A hipdtese classica para
resposta adaptativa do coracdo a alta pressdo € que ocorre 0 aumento na largura
dos midcitos causando o aumento da espessura da parede cardiaca. Dependendo
do estimulo, diferentes vias podem ser ativadas. A angiotensina Il (Ang II) é
responsavel pela ativacdo de uma dessas vias; quando a Ang Il é liberada pelo
miocardio em resposta ao aumento do estresse, ela se liga ao seu receptor que é
acoplado a proteina G e a isoforma da proteina quinase C (PKC), assim, € ativado o
complexo de proteinas quinases ativadas por mitdbgeno (MAPK) que pode promover
tanto sobrevivéncia (pela ativacédo da via ERK (Extracellular Signal-regulated Kinase)
ou apoptose (pela ativagdo da via JNK (c-Jun N-terminal kinase), a Ultima esta
relacionada diretamente a alteracdo das funcdes contrateis das células na hipertrofia
mal-adaptativa(57). Outras vias envolvidas da hipertrofia ventricular sdo as que
promovem fibrose e sdo ativadas por aldosterona, pelo fator de transformacao
do crescimento beta (TGF-B) e pelo excesso de TNF-a (58). A matriz extracelular
(MEC) é sintetizada pelos fibroblastos cardiacos e mantém a arquitetura do
miocardio, sendo que a Ang Il, a aldosterona e o0 TGF-B podem induzir a sintese de
coldgeno e fibrose (57). No remodelamento vascular, os grandes vasos
(condutancia) podem apresentar hipertrofia da parede caracterizada pelo
espessamento da camada média sem alteracdo do diametro do lumen, enquanto
nos vasos de menor calibre (resisténcia) é observada a hipertrofia e diminuicdo do
limen. Em ambos os remodelamentos vasculares, ocorre a reorganizacdo da
estrutura da MEC, hipertrofia e hiperplasia das células do musculo liso vascular
(CMLV) e deposicdo de proteinas extracelulares (46). Neste processo, o fenétipo
contratil das CMLV € alterado para que estas migrem, proliferem e aumente a
producdo de componentes da MEC que promovem o enrijecimento e espessamento
dos vasos (59). Intimamente vinculadas ao processo de reorganizagdo da matriz
extracelular estdo as metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs). Essas
enzimas sado endopeptidades dependentes de zinco que degradam diversas
proteinas que compdem a matriz dos vasos sanguineos e do miocardio, como
alguns tipos de colagenos, fibronectina e elastina (60). As MMPs sao sintetizadas na
forma de zimogénios inativos contendo um pro-dominio autoinibitério que, ao ser

removido por proteases, ou deslocados por agentes capazes de interagir com 0
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grupo tiol da cisteina no centro ativo, promovem a ativacdo da enzima. Além da
regulacdo poés-traducional, as MMPs s&o reguladas no nivel transcricional. A Ang Il
potencialmente aumenta a expressao de MMP-9, ja que a ativacdo de seu receptor
induz fatores de transcricdo que ativam os sites de transcricdo AP-1 e NF-kB, que
estdo presentes na regido promotora do gene da MMP-9 (61). Citocinas
inflamatérias como o TNF-a e IL-1B3, por ativarem vias da MAPK (JNK) tém como
evento comum a formacéao de fatores de transcricdo que também ativam esses sitios
da MMP-9 (61, 62). O TGF- 3, considerado uma molécula pro-fibrética, tem sido
relacionado com altera¢des nos niveis de MMP. O TGF- B inibiria 0 AP-1 e impediria
a transcricdo de MMPs impedindo a renovacdo da MEC(61), porém 0 oposto
também ja foi observado, onde a diminuicdo de TGF- B concomitantemente com
MMPs foi descrita (63). Além disso, a aldosterona aumentou a expressao de MMP-9
em neutréfilos de maneira dose-dependente (64), e recentemente, foi demonstrado
que ela induz a expresséo do inibidor tecidual de metaloproteinase 1 (TIMP-1) via
receptor de glicocorticoide pela ativacdo da via de sinalizacdo do fosfatidilinositol-3-
guinase/serina-treonina quinase (PI3K/Akt) (65). O esquema da figura 1 representa
alguns mediadores de MMP-9 descritos na literatura. A atividade das MMPs é
contrabalancada pela interacdo com inibidores endégenos como os inibidores

teciduais de metaloproteinases (TIMPs; tissue inhibitors of metalloproteinases) (66).

ANG I TNF-a Aldosterona
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Figura 1: Esquema representando alguns mediadores da MMP-9 e TIMP-1 e
suas respectivas vias de sinalizagdo. ATR I: Receptor de Angiotensina tipo 1; RG:
Receptor de Glicocorticoides.
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As MMPs do subgrupo das gelatinases (MMP-2 e -9) sdo as mais estudadas na
area cardiovascular. A MMP-9, também conhecida por 92kDa colagenase tipo 4 ou
gelatinase B ¢é produzida por varias células do sistema imune incluindo mondécitos,
macrofagos, linfocitos, células dendriticas e também por outros tipos celulares como
células endoteliais, osteoblastos e fibroblastos (67). Seus principais substratos sao
coldgeno desnaturado (gelatina), elastina, fibronectina e colageno tipo IV, porém na
Gltima década, um amplo repertorio de substratos foram descritos como:
componentes intracelulares como actina e tubulina, entre outros; alguns
autoantigenos descritos em doencas autoimunes (68); e o0 receptor beta-
adrenérgicos dos vasos (69).

As MMPs séo inibidas por interacdo estequiométrica 1:1 com seus inibidores
endogenos, sendo que o TIMP-1 tem alta afinidade pela MMP-9 (66). O TIMP-1 é
produzido por inumeros tipos celulares como fibroblastos, osteoblastos, células
endoteliais, células dendriticas, CMLV, adip6citos e mondcitos. Enquanto a maioria
dos trabalhos tem focado na sua funcéo inibitéria de MMP, ja foi descrito que o
TIMP-1 tem efeito anti-apoptotico em linfécitos B (70), esta envolvido no crescimento
e diferenciacdo celular de fibroblastos cardiacos (71, 72), e pode inibir a migracéo de
células endoteliais de maneira independente do efeito inibitério das MMPs(73). As
concentra¢gfes de TIMP-1 estavam aumentadas em biopsias cardiacas humanas de
pacientes com estenose aortica e hipertrofia ventricular esquerda, e foram
correlacionadas com o grau de fibrose intersticial (74). Estudo mostrou que
camundongos com deficiéncia para TIMP-1 tiveram uma hipertrofia acentuada apés
infarto do miocardio (75). Por fim, os niveis de TIMP-1 foram maiores em pacientes
com histérico de infarto do miocardio e angina e foram associados com maior risco
cardiovascular avaliado pelo Global Registry of Acute Coronary Events (GRACE)
score (76).

No ambito da hipertensdo arterial, diversos trabalhos em modelos animais tém
demonstrado o envolvimento das gelatinases no remodelamento cardiovascular que
acompanha a hipertensao (77). Animais knockout para MMP-9 apresentam um
remodelamento do ventriculo esquerdo atenuado, demonstrando a importancia
dessa enzima na HVE (78). Niveis aumentados de MMPs foram observados em
vasos sanguineos de diferentes modelos experimentais de hipertenséo (79, 80). No
modelo L-NAME, a atividade de MMP-2 avaliada por zimografia aumentou nos vasos

sendo que o remodelamento vascular foi prevenido com o uso de doxiciclina,
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inibidor ndo seletivo de MMPs (79). A doxiciclina em altas doses inibiu a MMP-2,
hipertrofia vascular e aumentou a dilatacdo dos vasos em modelo de hipertensao
2R-1C (2 rins 1 clipe) (81). Adicionalmente, os niveis de MMP-9 e 2 aumentaram
apos tratamento com Ang Il (80) e niveis elevados de MMP-9 foram descritos no
modelo SHR (spontaneously hypertensive rats) (82, 83). Ja em estudos clinicos, os
resultados da literatura s&o controversos. Por exemplo, estudo demonstrou que
pacientes hipertensos nunca tratados tém maiores niveis de MMP-9 comparados
com voluntarios saudaveis(83), enquanto nenhuma diferenca foi encontrada por
outros autores (84). Além disso, um estudo recente constatou associacao entre
niveis circulantes de MMP-9 e TIMP-1 com risco de mortalidade independente da
causa em individuos aleatoriamente randomizados do estudo Uppsala Longitudinal
Study of Adult Men (85). As evidéncias apontadas tantos nos estudos experimentais
quanto nos estudos clinicos nos sugerem fortemente que as gelatinases tém um
importante papel no remodelamento cardiovascular que acompanha a hipertensao.
Dadas as diferencas entre hipertensdo leve a moderada e hipertensao resistente
com relacdo aos aspectos clinicos, bioquimicos e risco cardiovascular, pode-se
antever que os niveis de MMPs séo diferentes nestas duas condi¢cbes. Na
hipertensao resistente, ndo houve diferencas nos niveis de MMP-9 e TIMP-1 entre
HAR controlados e ndo controlados(86). No entanto, ndo ha dados na literatura
comparando 0s niveis de gelatinases e seus inibidores entre hipertensao resistente

e leve a moderada.

1.4Estudos de associagdo genética na hipertensao resistente

Alguns estudos tém sido conduzidos para determinar 0os genes que estdo
envolvidos na etiologia da hipertensdo resistente e suas consequéncias, mas 0s
dados genéticos disponiveis nesses pacientes ainda é escasso (87-91). O estudo
GenHAT avaliou um painel de 78 SNPs e mostrou que duas variantes do gene do
angiotensinogénio estao relacionados a presenca de HAR em individuos brancos
(92). Outros autores também investigaram a associacdo dos genes que codificam
componentes relacionados ao sistema renina-angiotenisna- aldosterona na
hipertenséo resistente (91, 93-95). Dados do estudo INVEST genes mostraram que
a variagdo no gene ATP2B1 é associado com aumento de risco para HAR (87). Por

fim, outros autores demonstraram a relacdo entre variantes genéticas e resposta
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pressorica a medicacbes (96-99) e prevaléncia de LOA (89) na HAR. E provavel que
multiplos genes juntos sejam responsaveis pela regulacdo da pressao arterial e falta

de resposta ao tratamento anti-hipertensivo.

1.5Polimorfismos genéticos no gene da metaloproteinase 9

O gene da MMP-9 esta localizado no cromossomo 20 e possui 7.654 pares de
bases  (100). De acordo com a base de dados “dbSNPs”
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) e utilizando para busca o nimero de identificacao
do gene da MMP-9 (ID:4318) no agrupamento GRCh38.p2 sédo encontrados 926
SNPs (single nucleotide polymorphysm). Diversos polimorfismos no gene da MMP-9

foram associados com condi¢cBes cardiovasculares patoldégicas. Em pacientes
hipertensos, o hapldétipo “T, H, Q" composto pelos polimorfismos -1562C>T
(rs3918242), -90 (CA)(14-24) (rs2234681) e R279Q (rs17576) foi associado com
IMVE e volume diastolico final (101). Ainda, a presenca do alelo T do polimorfismo -
1562 C>T foi associada com ocorréncia de infarto do miocardio com uma chance de
risco de 1,23 em meta-analise (102) e, tanto a presenca do alelo T como os
gendtipos CT + TT foram maiores em pacientes que tiveram acidente vascular
cerebral (AVC) com uma razdo de chance de 1,73 e 1,89, respectivamente,
comparados aos controles(103). Portanto, essas variantes genéticas podem
representar marcadores genéticos do fendtipo de hipertensao resistente. Uma meta-
analise mostrou que o polimorfismo na regido promotora do gene da MMP-9, -1562
C>T (rs3918242) foi associado com HAS onde pacientes portadores do alelo “T” tém
maior risco de serem hipertensos (104). Estudo funcional utilizando um gene repérter
para cada alelo e transferidos para macrofagos pulmonares de camundongos em
cultura mostrou que a presenca do alelo T aumentou em 2 vezes a taxa de
transcricdo do gene (105). Além disso, a variante do SNP R279Q (rs17576) que
altera um aminoacido de Glutamina para Arginina foi associada com menor risco de
AVC em hipertensos (106). Por fim, o estudo GenHAT identificou que o SNP néo
sinbnimo Q668R (rs17577) no gene da MMP-9, que causa a troca de uma Arginina
por Glutamina na posi¢cédo 668 da proteina, € associado com doenga coronariana em
pacientes hipertensos tratados com Anlodipino entre um painel de 78

polimorfismos(107). Estes dois polimorfismos néo sindbnimos, o R279Q e Q668R,
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alteram um aminoacido nos dominios de fibronectina e de hemopexina da MMP-9,
respectivamente. O dominio de fibronectina € o sitio onde o colageno e a gelatina se
ligam; o dominio de hemopexina na porcao C terminal, é local onde ocorre a ligacao
do TIMP as pr6-MMPs (60). Por isso € provavel que estes polimorfismos alterem a
estabilidade da proteina e sua funcdo (108). A estrutura da MMP-9 e a localizacao
onde ocorre a troca desses aminoacidos esta esquematizada na figura 2. Até o
momento, nenhum polimorfismo no gene da MMP-9 foi avaliado na HAR. Além
disso, desvendar as bases genéticas da HAR pode contribuir para nosso
esclarecimento em como as variantes genéticas podem afetar a resposta ao
tratamento anti-hipertensivo e a ocorréncia de LOA nesses pacientes.

Figura 2: Esquema da estrutura da MMP-9. Os

N c polimorfismos R279Q e Q668R alteram um
aminoacido nos dominios de fibronectina e de
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OBJETIVOS

Determinar os niveis circulantes de MMP-9 do inibidor TIMP-1 nos
grupos de hipertensos resistentes (HAR) e né&o resistentes (HAS);
Avaliar a associagdo entre os niveis plasméticos da MMP-9 e TIMP-1
com o grau de rigidez arterial e hipertrofia ventricular nos diferentes
grupos de hipertensos;

Determinar as frequéncias dos polimorfismos da MMP-9 (rs3918242,
rs17576 e rs17577) nos dois grupos de hipertensos a fim de investigar a
associacdo com HAR;

Avaliar a relac&o dos polimorfismos com os niveis plasmaticos de MMP-

9 e com hipertrofia ventricular esquerda e rigidez arterial.
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3. CASUISTICA E METODOS

O presente estudo refere-se a um estudo observacional transversal
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Médicas/UNICAMP (Parecer n® 188.161/2013) (ANEXO A).

3.1 Selecédo dos participantes

Foram incluidos 124 pacientes hipertensos resistentes e 136 pacientes
hipertensos néo resistentes. Pacientes regularmente seguidos no Ambulatorio
de Hipertensdo Resistente do Hospital de Clinicas, FCM-UNICAMP ou na
Clinica de cardiologia Pinho em Valinhos, SP e/ou Hospital-Escola Celso
Pierro, Campinas, SP em colaboragcdo com o Prof. Dr. Claudio Pinho foram
recrutados para o presente estudo. O protocolo de inclusdo consistiu em 1- ter
diagnéstico de hipertensao arterial leve, moderada ou resistente (10, 109); 2-
estar em seguimento por no minimo um periodo de 6 meses; 3- ser capaz de
compreender, verbalizar e responder questdes e 4-concordar em participar do
estudo e assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Os pacientes foram classificados em resistentes (HAR) de acordo com o
AHA Guidelines on Resistant Hypertension, 2008 (10). Foram excluidos do
estudo pacientes com hipertensado secundaria (hiperaldosteronismo primario,
estenose de artéria renal, sindrome de Cushing, feocromocitoma e coarctacéo
de aorta) e pseudo-resistentes (hipertensdo do jaleco branco), insuficiéncia
cardiaca (fracdo de ejecdo <50% pelo ecocardiograma), gravidez e cancer. Foi
realizada a monitoragdo ambulatorial de pressao arterial (MAPA-24h) para
exclusdo de hipertensdo do jaleco branco(110). Nosso protocolo para
identificacdo de HAR consiste em um periodo de 6 meses no qual na primeira
consulta sdo agendados exames bioquimicos, MAPA, ecocardiograma e é
realizado questionario em relacdo ao estilo de vida e dieta e questionario de
Berlim (para identificacdo de suspeita de apneia obstrutiva do sono). No
primeiro retorno, apés um més, o laudo de MAPA nos permite determinar a
presenca ou auséncia de hipertensdo do jaleco branco. Caso haja suspeita de
HAS secundaria sao requisitados os seguintes exames para (1) hipertensao
renovascular — doppler das artérias renais (2) Feocromocitoma- tomografia ou
ressonancia magnética abdominal para suspeita de tumor adrenal abdominal

ou cintilografia com MIBG | (Metaiodobenzilguanidina 1), se suspeita de tumor
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extra-abdominal; (3) Hiperaldosteronismo priméario (Aldosterona/atividade
renina plasmatica >30 com aldosterona maior que 15 ng/dL (4)
Hipercortisolismo- dosagens séricas de cortisol (8h de manhd) em amostras
coletadas ap06s uso de dexametasona em doses baixas (1 mg) (dia anterior as
23hrs). Nas visitas subsequentes, é realizado o ajuste de doses e assisténcia
farmacéutica que realiza questionarios de adesédo de Morisky e contagem de

comprimidos, além de instrucdo para adaptacéo de estilo de vida saudavel.

3.2 Coletas de sangue e exames bioquimicos

Os pacientes elegiveis para o estudo foram agendados para coleta e
realizacdo de exames bioquimicos de rotina solicitados aos pacientes em
acompanhamento no Ambulatério de Hipertensdo Resistente do HC-
FCM/UNICAMP que incluiram: glicemia de jejum, hemoglobina glicada
(HbAlc), colesterol total e fracbes, potassio, aldosterona e creatinina. Além
disso, em visita independente, apos 8 horas de jejum foram coletados 15 mL de
sangue periférico obtido por puncdo venosa, sendo 10 mL coletados em
coagulante heparina e 5SmL em EDTA. A amostra de sangue total em heparina
foi centrifugada a 5300 rpm por 3 minutos sendo o plasma separado em
aliquotas de 1mL e congelado imediatamente em gelo seco. As amostras de
plasma heparina foram mantidas a -80°C e as amostras de sangue total em
EDTA a -20°C até a utilizacao.

As determinagdes das concentragdes de MMP-9 e TIMP-1 foram realizadas
por ensaios imunoenzimaticos (ELISA- enzyme-linked immunosorbent assay)
de acordo com as instrucfes do fabricante (R&D Systems, Minneapolis, EUA).
A técnica consiste em reacgfes individuais utilizando anticorpos especificos
contra MMP-9 (nimero do catalogo DMP900), que é especifico para ambas
formas de pro-MMP-9 de 92KDa e para a forma ativa de 82 kDa, ou para o
TIMP-1 (nimero do catalogo DTM100). Um anticorpo monoclonal é imobilizado
em uma microplaca com 96 pocos. Os padrbes em 8 concentracdes diferentes
e as amostras sdo pipetados em duplicatas, assim a MMP-9/TIMP-1 presente
nas amostras se ligara ao anticorpo imobilizado. Apés repetidas lavagens para
retirar substancias ndo ligadas, é adicionado anticorpo policlonal especifico

ligado a uma enzima (peroxidase), e por fim, é adicionado o substrato dessa
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enzima (peréxido de hidrogénio) que produzira cor proporcionalmente a
quantidade de MMP-9/TIMP-1 presente nas amostras.

3.3 Medidas da presséo arterial

As medidas da pressao arterial foram realizadas com esfigmomanémetro
digital (HEM-907 XL OMRON) devidamente calibrado e aferido (111), com
manguito de tamanho apropriado para a circunferéncia braquial do individuo e
seguindo as orienta¢bes das VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo (109). A
chegada do paciente para o protocolo, cada individuo ficou em repouso em
uma poltrona hospitalar por periodo de relaxamento de 5 a 15 minutos. O
paciente permaneceu sentado confortavelmente com o brago apoiado em um
suporte, mantendo o mesmo a altura do apex cardiaco. Foram obtidas 3
medidas da PA em cada braco em ambiente calmo, sendo precedidas por
periodo de no minimo de 60 minutos apos ingestao de café ou 30 minutos apés
consumo de cigarro. Foi considerada para analise a média das ultimas duas

medidas do braco em que a PA foi mais elevada.

3.4 Avaliacao da velocidade de onda de pulso (VOP)

A VOP é uma técnica ndo invasiva e considerada padrdo ouro para
determinacdo de rigidez arterial. As medidas de VOP foram realizadas no
mesmo dia da coleta das amostras biol6gicas e conforme as recomendacdes
do consenso europeu gque preconiza temperatura ambiente de 22+1°C, repouso
de pelo menos 10 minutos, jejum e nao ingestdo de café por pelo menos 3
horas. Nao foi permitido aos pacientes dormirem ou falarem durante a
realizacdo do exame (112). Foi utilizado um sistema automatizado (The
Sphygmocor System - Artcor, Sidney, Australia) (112, 113) que avaliou a
rigidez arterial pelo método de tonémetria por aplanacdo. Com o paciente em
posicdo supina, o tondmetro € apoiado sobre o ponto mais forte de pulsacao
das artérias carotida direita e femoral direita registrando a onda de pulso
nesses dois pontos. Um eletrocardiograma € realizado simultaneamente e
permite através da onda R do (ECG) e a base da onda de pulso, calcular o
tempo que a onda de pulso leva para percorrer este trecho da aorta. A
distancia entre estes dois pontos é feita por fita métrica e fornecida ao software

para o célculo da velocidade através da formula “velocidade= distancia/ tempo”.
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Foi utilizada a média de duas medidas consecutivas. E considerado como
leséo de 6rgéo alvo subclinica a VOP acima de 10 m/s (114).

3.5 Avaliacao da hipertrofia do ventriculo esquerdo (HVE)

Os parametros ecocardiograficos foram obtidos dos prontuarios dos
pacientes quando realizados hd no méximo 6 meses da data do protocolo de
pesquisa. A massa do ventriculo esquerdo (MVE) foi calculada pela férmula de
Devereux modificada a partir de exame ecocardiografico. Na formula utilizamos
0S seguintes parametros: medidas da espessura do septo interventricular
(SIVD), da parede posterior do ventriculo esquerdo (PPVED) e do diametro
ventricular esquerdo na diastole (DDVE), sendo esta: MVE = 0,8 [1,04 (SIVD +
DDVE + PPVED)?® - (DDVE)?] + 0,6. Foi realizado o calculo do indice de massa
ventricular (IMVE) dividindo a MVE pela superficie corporal e também, o célculo
da relacdo volume massa de ventriculo esquerdo dividindo a MVE pelo DDVE.
Os valores expressos em grama (g), grama/superficie corporea (g/SC) e
volume/massa (V/M), respectivamente. Os valores de IMVE sdo expressos
grama/superficie corporea (g/SC). A presenca de HVE foi definida como IMVE
maior que 95g/m? para mulheres e 115g/m? para homens (115). Além disso, a
fracdo de ejecdo (FE) foi calculada a partir da estimativa do volume diastolico
final (VDF) e volume sistélico final (VSF) utilizando a formula: FE= (VDF-VSF)/
VDF (115).

3.6 Genotipagens

A extracdo de DNA gendmico de sangue total foi realizada utilizando o
lllustra Blood Genomic Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare Life Sciences, USA).
Inicialmente, as células sao lisadas e ocorre a desproteinacao pela adicao de
um sal caotrépico em tampdo de lise na presenca de proteinase K. O sal
promove a ligagdo seletiva do DNA genémico a membrana de silica e, apos
centrifugacdo, as proteinas desnaturadas sdo coletadas em um tubo e
descartadas. Os contaminantes celulares sdo removidos por etapas de
lavagens com tampé&o e etanol. Por fim, o DNA é eluido com 200uL de tampé&o
de eluicdo. A medida da concentracdo e da qualidade do DNA foram realizadas

através do NanoDrop™ LiteSpectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Inc.).
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A raz&o 260/280 foi avaliada para verificar contaminagcées com proteinas sendo
qgue amostras com razao de >1,8 foram consideradas puras.

Os polimorfismos R279Q (rs17576) e Q668R (rs17577) da MMP-9 foram
determinados por PCR em tempo real através do método de deteccgdo
TagMan®, numeros de ensaio C_11655953 10 and C_11655948 1
respectivamente (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As reacdes foram
realizadas com uma mistura de 20 ng DNA total, 1x TagMan master mix
(Applied Biosystems, USA), 900 nM de cada primer e 200 nM de cada sonda.

A reacéo de cadeia de polimerase (PCR) € uma metodologia que possibilita
a sintese de DNA usando a enzima DNA-polimerase, a qual sintetiza uma
sequéncia complementar de DNA a partir de uma sequéncia iniciadora (primer)
que esta ligado ao DNA na regido escolhida para sintese. A sonda Tagman é
um fragmento de DNA marcado com um fluoréforo e um quencher (molécula
que inibe a energia do fluoréforo). A sonda Tagman é utilizada para identificar
segmentos especificos de DNA amplificados na PCR. Durante a PCR, a sonda
hibridiza-se ao DNA se tiver afinidade, e durante a amplificacdo, a sonda é
degradada devido a atividade da polimerase separando o0 quencher da
molécula fluorescente e assim, aumentando a intensidade de fluorescéncia.
Para genotipagem, sao adicionadas uma sonda para cada alelo com diferentes
fluoréforos. Ao fim da PCR, a identificacdo da fluorescéncia emitida permite a
genotipagem das amostras (116).

O terceiro polimorfismo, o -1562C>T (rs3918242) foi determinado pela
técnica de “Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restricao”
(RFLP- Restriction fragment length polymorphism), que consite de uma PCR
seguida de eletroforese. Os primers usados no PCR, para amplificar uma
sequéncia de 435 nucleotideos, contendo o sitio -1562 foram: sense: 5°-GCC
TGG CAC ATA GTA GGC CC- 3 e antisense: 5-CTT CCT AGC CAG CCG
GCA TC-3'(117). Os produtos amplificados foram digeridos com a enzima de
restricao “Sphl” (New England Biolabs) a 37 °C por 1 hora, e ap0s separagao
por eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, as bandas foram visualizadas por
meio de coloragéo por prata. Os fragmentos gerados foram de 247 e 188 pb
para o alelo “T”, ou um fragmento unico de 435 pb para o alelo mais comum “C”
(figura 2).


https://en.wikipedia.org/wiki/Restriction_fragment_length_polymorphism
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Genotipos

cr cC Tr cC CC

900 pb
435pb
400 pb
300 pb
247 pb
200 pb 188 pb
100 pb

Figura 2: Genotipagem do polimorfismo -1562C>T na regido promotora do gene da MMP-
9. Os produtos da PCR foram digeridos com a enzima de restricdo Sphl produzindo fragmentos
de tamanhos diferentes. Gel de acrilamida corado com nitrato de prata. PB: pares de bases;

C:citosina; T: Timina.
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ABSTRACT

Resistant hypertensive patients (RHTN) have unfavorable prognosis due to poor blood
pressure (BP) confrol and higher prevalence of target organ damage Deregulation of matrix
metalloproteinases (MMPs) and their inhibitors are related to cardiac remodeling and left
ventricular geometry in cardiac diseases. This study aimed to evaluate the plasma levels of
MMP-9 and TIMP-1 in resistant hypertensive patients compared to muld to moderate
hypertensive (HTN) and the association between MMP-9 and TIMP-1 levels and the presence
of LVH. Higher levels of TIMP-1 (median[IQR]) were found mm RHTN (88.2 [77.4- 100.8])
ng/mL), compared with HTN individuals (79.7 [67.5- 99.6] p=0.015), while low levels of
MMP-9 (23.9 [19.8 -54 2] vs. 38.1 [24.8 -64.0], p=0.003 ) and consequently, decreased MMP-
9/TIMP-1 ratio were observed in RHTN group (0.30 [0.20-0.56] vs. 0.53 [0.33- 085], p
<0.0001). Different patterns of correlation were observed of TIMP-1 with LVMI in the
subgroups; i mild to moderate hypertensive patients, a posifive correlation was observed
(1=0.20, p=0.02) whereas in RHTN, TIMP- 1 levels were imnversely correlated with LVMI (r= -
0.32 p=0.005). Interestingly, mmltiple regression analysis showed that TIMP-1 levels are
independent predictors for LVMI in RHTN but not in HTN subgroup. Our data suggest
that MMP-9/TIMP-1 balance varies according to the severity of hypertension and are associated

with resistant hypertension and left ventricular hypertrophy.
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INTRODUCTION

Resistant hypertensive patients (RHTN) have unfavorable prognosis due to poor blood
pressure (BP) control and high prevalence of target organ damage [1-3]. Left ventricular
hypertrophy (LVH) is an important predictor of mortality and morbidity and it is related to
major cardiovascular events such as stroke, myocardial infarction, heart failure and death [4-5].
Left venfricular (LV) mass increases according to severity of hypertension [6] and
echocardiographic parameters such as LV mass and L'V mass index (L'VMI) are mereased i
RHTN patients compared to controlled hypertensive subjects [7]. Moreover, some
characteristics commonly found i RHTN patients including age, obesity and high blood

pressure are associated with LVH [8-10].

High blood pressure or volume overload leads to structural and functional changes in
the myocardium, which in turn will result in hypertrophy of the left ventricle. Several other
factors beyond BP participate in left ventricular remodeling as well, such as angiotensin IT,
aldosterone, and/or catecholanmines[11]. In addition, left ventricular hyperthophy 1s a result of
increase 1n the size of cardiomyocytes, proliferation of fibroblasts and changes i extracellular
matrix (ECM) [11]. The fanulies of zinc dependent enzymes matrix metalloprotemases (MMPs)
are mmportant regulators of ECM composition in cardiovascular tissues. These enzymes are
responsible for turnover of the extracellular matrix, which mediate tissue remodeling and may
contribute to cardiac complications [12]. MMP-9 is a gelatmase-type metalloproteinase that has
been associated with cardiovascular diseases, including hypertension [12-13]. In this study, we
aimed to evaluate the plasma levels of MMP-9 and TIMP-1 in resistant hypertensive patients
compared to mild to moderate hypertensive (HTIN). Moreover, we evaluated the relationship of

these circulating markers with left ventricular hypertrophy.
METHODS
Srudy Population
This cross-sectional study was performed in the Outpatient Resistant Hypertension

Clinic at the Hospital of the University of Campinas. Seventy nine patients classified as resistant
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hypertensive and 116 nuld to moderate hypertensive patients (HTN) were consecutively
mcluded 1n this study. The diagnosis of RHTN was performed according to the 2008 AHA
Scientific Statement [14]. Resistant hypertension 1s defined as BP that remains above goals
despite of the concurrent use of 3 antithypertensive agents of different classes, including a
diuretic, at optimal dose amounts. Also, patients whose BP are controlled but require 4 or more
medications are considered resistant [14-15]. Proper office BP measurement technique and
ambulatory BP monitoring (ABPM) were performed to confirm persistently elevated BP levels.
We performed physical examination, complete medical history mquiry, electrocardiogram and
laboratory testing in all individuals. Exclusion criteria mcluded secondary hypertension
(1dentifiable and removable causes of hypertension, including Conn’s or Cushing’s syndrome,
renal artery stenosis, pheochromocytoma, coarctation of the aorta), liver and renal disease, heart
fatlure (ejection fraction < 50% by echocardiogram), peripheral vascular disease, pregnancy or
oral contraceptive use. Hypertensive patients underwent antihypertensive therapy optinmization
and were evaluated for adherence to treatment by questionnaire [16]. The study was approved
by Research Ethics Commuttee at the Faculty of Medical Sciences, University of Campinas, Sao
Paulo, Brazil (approval no. 188.161/2013) and according to the last version of the Declaration

of Helsinki.
Echocardiography

Left ventricular dimensions were evaluated according to the American Society of
Echocardiography recommendations using cardiovascular ultrasound machine (Siemens Acuson
CV70, Munich, Bavarna, Germany) with multi-frequency sector transducer (2-4MHz) [17].
Deveraux fornmla was used to estimate L'V mass. Left ventricular mass index (LVMI) was
calculated by dividing the LV mass by the body surface area. Left ventricular hypertrophy
(LVH) was defined by LVMI above 95g.-"m2 for women and 1]5g,-"1112 for men [18].
Biochemical measurements

Heparnin-anticoagulated blood samples were collected at 8:00 hour after overnight
fasting. The blood samples were centrifuged at 2,000 x g for 10 min and plasma fractions were

immediately stored at -80°C until used for biochemical measurements. Plasma levels of MMP-9
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and TIMP-1 were deternmuned by ELISA (R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) according to
manufacturer’s instructions. In addition, serum cholesterol, fasting glucose, LDL, HDL,
triglycerides, HbA1C, aldosterone, creatinine were measured.
Staristical analysis

Continuous variables were expressed as means = SD or median [Interquartile
Range(IQR)]. Bivariate comparisons between hypertensive groups were performed by Unpaired
t-test or Mann —Whitney test. Categorical data were presented in percentages and compared by
Fisher's exact test. Spearman’s correlation was performed between TIMP-1 and LVMI
Multivariate logistic regression analyses were used to explore variables associated with resistant
hypertension (MMP-9, TIMP-1, age, BMIL SBP, black race and presence of type II diabetes)
while multivariate linear regression evaluated the association of TIMP-1 with LVMI adjusted
for possible confounders (age, SBP and BMI). LVMI was logl0 transformed because of its
skewed distribution. Statistical analyses were performed by GraphPad Prism 5.00 (San Diego
California, USA) and SigmaPlot 12.0 (Germany) two-tailed P values less than 0.05 were

accepted as significant.

RESULTS

General characteristics are shown in table 1. Sinular age and gender distribution were
observed between the groups. As expected, resistant hypertensive patients had higher office
blood pressure, higher BMI, increased fasting glucose and HblAle, mereased aldosterone
levels and prevalence of LVH compared to HTN (table 1). Higher levels of TIMP-1 (median
[IQR]) were found m RHTN (88.2 [77.4- 100.8] ng/mL). compared with HTN individuals (79.7
[67.5- 99.6] p=0.015), while lower levels of MMP-9 (23.9 [19.8 -54.2] ws. 38.1 [24.8 -64.0],
p=0.003 ) and consequently, decreased MMP-9/TIMP-1 ratio was observed in RHTN group
(0.30 [0.20-0.56] vs. 0.53 [0.33- 0.85], p <0.0001) (Figure 1). Multivariate logistic regressions
analyses demonstrated that TIMP-1, MMP-9 and MMP-9/TIMP-1 ratio were associated with
resistant hypertension adjusted for age, BMI, office SBP, presence of type II diabetes and race

(table 2). In addition, patients from both hypertensive subgroups were classified according to
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the presence of LVH. We found that patients who had left ventricular hypertrophy showed
decreased MMP-9/TIMP-1 ratio compared to patients who had not LVH (0.35 (0.22- 0.67) vs
0.42 (0.26-0.82) p=0.04), but similar MMP-9 and TIMP-1 levels. In HTN patients, TIMP-1 was
positively correlated with LVMI (r=0.20, p=0.02) whereas i resistant hypertensive patients,
TIMP- 1 levels were inversely correlated with LVMI (r= -0.32 p=0.003) (Figure 2). No
correlations were found with TIMP-1 and other echocardiography parameters, besides LVMI
and LVM (table 4). Interestingly, multiple regression analysis showed that TIMP-1 levels are
independent predictor for LVMI m RHTN but not in HTN subgroup (table 3). On the other hand
MMP-9 levels were not correlated with LVMI in both groups (data not shown). Neither TIMP-1

nor MMP-9 were correlated with systolic or diastolic ABPM (data not shown).
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Table 1: General characteristics of study groups

35

HTN (n=116) RHTN (n=79) p- value
Age (years) 639 61=10 0.05
Gender (female/male) 72/44 52/27 0.65
Black Race (%5) 16 51 <0.001
BMI (kg/m?) 283447 31.6+64 0.002
Office SBP (mmHg) 139 [132-148] 148 [134-163] 0.003
Office DBP (mmHg) 82 [77-86] 83 [78-93] 0.16
Heart rate (bpm) 66 [61-74] 65 [58-73] 0.18
ABPM SBP (mmHg) 127+£11 130=17 0.67
ABPM DBP (mmHg) 77+8 77+13 0.96
LVMI (g/m’) 96 [86.4-117] 115 [93-141] <0.001
LVH (%) 22 61 <0.001
Fasting Glucose (mg/dL) 97 [91-107] 105 [91-137] 0.03
HbALC (%) 6.0 [5.7-6.4] 6.3 [5.8-7.1] 0.01
Total cholesterol (mg/dL) 1677358 177.1=38.6 0.09
LDL (mg/dL) 87 [70.7-108] 92 [77-120] 0.11
HDL (mg/dL) 49 [40.3-56.8] 47 [39-57] 0.36
Triglicerides 104.5[81-159.3] 117.5[88.5-175.5] 0.31
K (mEq/L) 43[4.1-45] 44[42-438] 0.04
Aldosterone (pg/mL) 62 [43-108.5] 90 [49-187.2] 0.005
Creatinine (mg/dL) 0.92 [0.78-1.1] 0.93 [0.77-1.18] 0.59

Drugs

Number of antihypertensive drugs, mean=SD 21071 45+097 <0.001
Thiazide Diuretics (%) 63 95 <0.001
Spirolactone (%) 1.5 44 <0.001
ACE1 (%) 18 35 0.006
ARB (%) 72 61 0.099
CCB (%) 42 89 <0.001
Beta-blockers (%) 16 75 <0.001
Sympatholytic dgs (%) 1.5 30 <0.001
Statins (%) 75 63 0.752

HTN: muld to moderate hypertensive; RHTN: resistant hypertensive patients; BMI: body mass

index; SBP, systolic blood pressure; DBP diastolic blood pressure; LVMI: left ventricular mass
index; LVH: left ventricular hypertrophy; HbA1C, glycated hemoglobin; ACEi, angiotensin I-

converting enzyme mhibitor; ARB, angiotensin receptor blocker; CCB, calcium channel
blocker. Data expressed as Mean + SD or median [IQR] according to distribution.
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Figure 1: Metalloproteinase 9, TINP-1 levels and MMP-9/TIMP-1 ratio of study groups.
HTN: muld to moderate hypertensive; RHTIN: resistant hypertensive patients. Median [IQR].

Mann —Whitney test.

Table 2: — Multivariate logistic regression analysis to explore variables associated with resistant

hypertension

Odds Ratio (95% CI) P- value
MMP-9 (ng/mL) 099 (0.98-099) 0.032
TIMP-1 (ng/mL) 1.02 (1.01-1.03) 0.003
MMP-9/ TIMP-1 0.38(0.18-0.77) 0.007
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The three independent analyses were adjusted by age, BMI, SBP, presence of type II diabetes

and race.
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Figure 2: Spearman’s correlation of TIMP-1 and LVMI in HTN and RHTN subjects.

HTN: muld to moderate hypertensive; RHTN: resistant hypertensive patients.



Table 3: — Multiple linear regression to explore variables associated with log- transformed

LVML

B SEM p value
Model 1
RHTN patients (n=75)
Constant 2.065 0175 <0.001
TIMP-1 (ng/mL) -0.0014 0.0005 0.005
Age (yr) 0.0015 0.001 0305
Office SBP (mmHg) 0.0006 0.0006 0.351
BMI (kg/m’) -0.0014 0.002 0.532
Model 2
HTN patients (n=116)
Constant 1.532 0.116 <0.001
TIMP-1 (ng/mlL) 0.0005 0.0003 0.098
Age (yr) 0.003 0.001 <0.001
Office SBP (mmHg) 0.0003 0.0006 0.665
BMI (kg/m’) 0.006 0.002 0.001

Model 1: R=034. R*=0.11: Model 2: R=042 R*=0.18

Table 4: Spearman’s correlation of TIMP-1 and echocardiography parameters in HTN
and RHTN subjects

HIN (n=116) RHTN (n=79)

R P B! P
Septal (mm}) 012 0.252 -0.14 0.238
Posterior wall thickness (mm) 0.12 0.158 -0.22 0.055
LVM (g) 022 0.01% -0.2% 0011
LVMI(gm?) 020 0028 -0.32 0.005
LV diastolic diameter (mm) 0.06 0.508 -0.12 0.286
Leftamial 0.06 0.487 0.17 0.148
Ejection fraction (%) -0.08 0.3846 0.03 0.800

HTN: mild to moderate hypertensive; RHTN: resistant hvpertensive patients. LVM: left

ventricular mass; LVMI: left ventricular massindex: LV: left ventricular



DISCUSSION

The main findings of this study were: 1) resistant hypertensive patients presented decreased
levels of plasma MMP-9, increased TIMP-1 levels and decreased MMP-9/TIMP-1 ratio
compared to mild to moderate hypertensive; 2) MMP-9, TIMP-1 and MMP-9/TIMP-1 ratio
were associated with resistant hypertension independent of potential confounders; 3) TIMP-1
levels are positively correlated with LVMI 1 muld to moderate hypertension and negatively
correlated m resistant hypertension; 4) TIMP-1 predicts LVMI in resistant hypertension but not
in HTN group in adjusted analysis.

Matrix metalloproteinases and its inhibitors have been extensively studied in cardiovascular
diseases and have been suggested as potential therapeutic targets [13]. Although MMP
inhibition may be promising to some conditions such as prevention of vascular plaques rupture
[19], its role m hypertension remains unclear. Several studies showed increased levels of both
MMP-9 and TIMP-1 in hypertensive patients and animal models of hypertension compared to
controls [20-23], while opposite findings were also described [24-26]. A meta-analysis revealed
that higher MMP-9 and TIMP-1 were associated with hypertension. They suggested that plasma
modulation of MMP-9 associated with hypertension may reflect subclinical cardiovascular
remodeling, that contributes or accompany BP increase [27]. The conflicting data regarding the
patterns of MMP/TIMP among studies may be explained by different characteristics of studied
populations and methodological issues. Despite several studies on MMP-9, TIMP-1 levels and
hypertension, resistant hypertension has been poorly studied. It 15 unkown if MMP-9 and its

inhibitor have a causal role in hypertension and which additional factors night affect its activity

in hypertension. A recent study showed similar levels of MMP-9 and TIMP-1 in a population of
controlled vs uncontrolled RHTN patients [28], suggesting that there is no association between
MMP-9 or TIMP-1 levels with blood pressure control in resistant hypertension. Although, study
with knockout MMP-9 animals showed increased BP due to lower aortic distensibility and
higher collagen accumulation after angiotensin infusion indicating that MMP-9 interfere with
BP response in anmimals[29], we did not find correlation of both markers with BP. In RHTN

pathophysiology, other factors such as hyperactivity of renin-aldosterone system and chronic

38



inflammation which may affect MMP-9/TIMP-1 system balance. Moreover, lugher TIMP-1
levels predicted hypertension [30] and cardiovascular death in patients with cardiovascular
diseases [31] , suggesting that 1t might be associated with hypertension-induced cardiovascular
remodeling instead of a direct effect on blood pressure.

The development of target organ damage i1s characterized by structural changes in the
myocardium and arterial wall that is mediated by increased deposition of ECM components
[11]. It was reported increased MMP-9 activity and higher distensibility in ex-vive mouse
carotid arteries under high pressure [32]. Also, MMP mhibition or MMP-9 knockout model
prevented carotid distensibility in the amimals [29]. Together, those findings indicate that at the
initial stages of hypertension MMP-9 has a role in promofing vascular remodeling to
accommodate the elevated tension on the vessel wall caused by high blood pressure.

In agreement with the animal findings, studies with patients reported increases in MMP-9 in
mild to moderate hypertension compared to normotension [21-22]. Interestingly, we found
decreased levels of MMP-9 and increased levels of TIMP-1 in resistant hypertension conipared
to muld to moderate HTN. Taking amimal and human data we might speculate that, at imitial
stages of the disease, tissue remodeling 1s more active and MMP-9 1s higher in never-treated
and mild to moderate hypertensive. On the other hand, RHTN patients had a long-term high
blood pressure and the remodeling process might be reduced because cardiac and wvascular

damage 15 already installed.

Cardiac damage 15 caused by adaptive processes in the heart in response to chronic pressure
or volume overload, which activates mechanical signals that in furn results in left ventricular
hypertrophy. LVH is characterized by cardiomyocytes hypertrophy, proliferation of fibroblasts
and changes m collagen architecture [11]. As expected, studied RHTN patients presented higher
prevalence of LVH compared to HTIN. In addition, when we classified HTN and RHTN patients
according to the presence of LVH, we found that patients with LVH had decreased ratio of
MMP-9/TIMP-1 that reflects reduced global MMP-9 activity favoring collagen deposifion.
Interestingly, we observed different patterns of correlation between TIMP-1 and LVMI in HTN

and RHTN groups. While in muld to moderate hypertensive, a positive correlation between
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TIMP-1 and LVMI was observed, in RHTN patients the correlation was negative. We speculate
that at initial stages of the disease, cardiac remodeling is more active and MMP-9 is higher in
mild to moderate hypertensive compared to normotensive. With the progression of hypertension
to resistant hypertension, MMP-9 system is suppressed favoring ECM deposition and fibrosis
left ventricular hypertrophy (Figure 3). According to these data, a meta-analysis showed that
hypertensive patients with LVH had higher TIMP-1 levels compared to those without LV
hypertrophy [27], thus plasma TIMP-1 may reflect hypertensive cardiac remodeling. However,
it is of note that the inverse correlation between TIMP-1 and LVMI may imply that reduced
levels of TIMP-1 in already damaged heart would favor ECM disruption and may indicate a
more severe cardiac remodeling or transition for LV dilation. In agreement with this possible
explanation, in patients with heart failure — presenting cardiac dilation- MMP-9 is unregulated
and TIMP-1 is reduced reflecting the process of disruption of extracellular matrix [33]. In
summary, these data suggest that hypertension progression shows a transitory modulation of
MMP-9 and its inhibitor concomitantly to cardiac disease progression. However, in the present
study no evidence of relationship of MMP-9 or TIMP-1 cardiac function parameters were
found. However, in this study we did not include patients with abnommal range of ejection

fraction.

Importantly, TIMPs have different activities rather than MMP mhibition which may favor
cardiac fibrosis by distinet mechamsms [34]. For example, overexpression of TIMP-1 in cardiac
fibroblasts stimulated myofibroblasts differentiation and production of collagen [35-36]. These
effects were not observed with MMP mnlubitor, suggesting 1t 1s a MMP-independent action of
TIMP [37]. Moreover, higher levels of TIMP-1 were associated with LV hypertrophy [38],
incidence of hypertension [39] and occurrence of major adverse cardiac events after acute
myocardial infarction [40]. TIMP-1 was suggested as a marker of myocardial fibrosis [41]

being predictive of LV dysfunction [42] and cardiovascular death[31].

We are aware that MMP-9 and TIMP-1 levels mught be affected by anti-hypertensive and

other cardiovascular drugs, however this 1s an intrinsic characteristics of resistant hypertension.



Studies are conflicting regarding the interference of anti-hypertensive on MMPs [26, 43-44]. In
addition, plasma levels of MMP-9 and TIMP-1 may not reflect the fissue concentrations.

Fmally, this 1s a crossectional study and no cause-effect relationship can be inferred.

In conclusion, RHTN patients had higher TIMP-1 levels, lower MMP-9 levels and
decreased MMP-9/TIMP-1 ratio compared to HTN patients. Decreased MMP-9/TIMP-1 ratio
might be associated with late-stage of left ventricular remodeling in resistant hypertension. Our
data suggest that MMP/TIMP balance varies according to the severity of hypertension and are

associated with resistant hypertension and left ventricular hyperthophy.
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Figure 3: Proposed relationship of MMP system and left ventricular hypertrophy 1n
hypertension. High blood pressure stimulates increases in MMP-9 production and disruption of
extra cellular matrix leading to structural changes in the myocardium such as cardiomyocytes
hypertrophy, proliferation of fibroblasts and changes in collagen architecture. With the
progression of disease, resistance to anti-hypertensive treatment, the MMP system 1s

downregulated causing ECM deposition and fibrosis that accompany left ventricular

hypertrophy progression.
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Abstract

Resistant hypertension (RHTN) represents an extreme phenotype of hypertension.
RHTN may be affected. at least in part. for genetic variability in individual genetic
architecture. MMP-9 is a gelatinase that has been involved in cardiovascular diseases
mcluding hypertension. Polymorphisms m MMP-9 gene has been associated with
cardiovascular conditions. including left ventricular hypertrophy (LVH). myocardial
mnfarction and stroke. We ammed to evaluate whether the polymorphisms n MMP-9
gene: -1562C>T (rs3918242), R279Q (rs17576) and Q668R (rs17577) were associated
with resistant hypertension. Secondarily, we evaluated the association of these
polymorphisms and MMP-9 levels. blood pressure (BP). LVH and arterial stiffness
(AS). One hundred twenty four RHTN and 136 HTN patients were included in this
study. MMP-9 levels were determined by ELISA and genotypes for R279Q (rs17576)
and QG6G68R (rs17577) were obtained by TagMan assay and for -1562C>T (rs3918242)
by RFLP. Haplotypes were estimated using Bayesian method estimation. We found no
differences in genotype. allele and haplotype frequencies between the RHTN and HTN
subjects. Moreover, no differences were found in MMP-9 levels, LVH or AS prevalence
among the MMP-9 genotypes for all polymorphisms or haplotypes i both groups.
RHTN patients who carried G allele of R279Q polymorphism had lower diastolic BP
than AA homozygote. but the association was not significant after adjustment for age.
race, BMI and diabetes. In conclusion. the MMP-9 polymorphisms studied were not
assoctated with resistant hypertension, nor with the prevalence of left ventricular

hypertrophy and arterial stiffness in hypertensive subjects.
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Introduction

Resistant hypertension (RHTN) 1s associated with increased risk for
cardiovascular events . RHTN phenotype includes high prevalence of target organ
damage. obesity and diabetes *. There are several clinical factors associated with
mereased risk for resistant hypertension such as obesity, aldosterone levels, black race
and ageﬁ. However, the effect of genetic factors has been poorly studied in this
multifactorial condition ™.

Matrix metalloproteinases (MMPs) are a family of zinc dependent enzymes that
regulates extracellular matrix composition in cardiovascular tissues. Among the MMPs.
MMP-9 1s a gelatinase that has been involved in cardiovascular diseases., mncluding

10-11

hypertension MMP-9 activity 1s modified at both post-translational and

transcriptional levels. Several polymorphisms in MMP-9 gene and their association with

. . . 2
cardiovascular conditions such as left ventricular hypertrophy (LVH)

. myocardial
infarction *° and stroke'* have been described . Recent data showed that the -1562 C>T
(rs3918242) polymorphism is associated with essential hypertension. patients who
carried the *“T"" allele had increased risk to be hypertensive P The variant of R279Q
SNP (rs17576) that cause changes the amino acid Glutamine (Q) to Arginine (R) was
associated with decreased risk of stroke in hypertensive patients'®. Finally. GenHAT
Study identified that the missense Q668R SNP (rs17577). that changes an Arginine to a
Glutamine predicted coronary heart disease in hypertensive patients treated with
Amlodipine from a panel of 78 candidate genetic variants'’.

Large studies have investigated the association of genetic polymorphisms with

- . . - - - 2
119 However, studies on the role of genetic factors in RHTN is scarce %,

hypertension
This study aimed to evaluate whether the polymorphisms in MMP-9 gene (-1562C>T
(rs3918242). R279Q (rs17576) and QG668R (rs17577) were associated with resistant
hypertension among hypertensive subjects and, secondarily, the association of these

polymorphisms with MMP-9 levels. blood pressure, LVH and arterial stiffness (AS).

Study Population

A total of 124 resistant hypertensive and 136 mild to moderate hypertensive
patients (HTN) were mcluded i this study. The diagnosis of resistant hypertension
(RHTN) was performed according to the 2008 AHA Scientific Statement -1, RHTN is

defined as blood pressure (BP) that remains above goals despite of the concurrent use of
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3 antihypertensive agents of different classes. including a diuretic. at optimal dose
amounts. Also. patients whose blood pressure are controlled but require 4 or more
medications are considered resistant -.. HTN patients were individuals with
hypertension being treated with <3 antihypertensive medications. Proper office BP
measurement technique and Ambulatory BP monitoring (ABPM) were performed to
confirm persistently elevated BP levels. We performed physical examination. complete
medical history inquiry. electrocardiogram and laboratory testing in all individuals.
Exclusion criteria included secondary hypertension (identifiable and removable causes
of hypertension. including Conn’s or Cushing’s syndrome. renal artery stenosis.
pheochromocytoma and coarctation of the aorta), liver and renal disease. heart failure
(gjection fraction < 50%. by echocardiography). peripheral vascular disease and
pregnancy. Hypertensive patients were underwent antihypertensive therapy
optimization and evaluated for adherence to treatment by questionnaire >>. The patients
gave the written mnformed consent form before enrolling in the study approved by
Research Ethies Committee at the Faculty of Medical Sciences, University of
Campinas. Sao Paulo, Brazil (approval no. 188.161/2013) and the procedures were
performed in accordance in accordance with the Declaration of Helsinki.
Genotyping

Blood samples were collected into tubes containing EDTA after a fasting time of
8 hours. Genomic DNA was extracted using the QIAamp DNA Blood Mini Kit
(Qiagen. Hilden. Germany). Genotypes for the —1562C>T polymorphism (rs3918242)
were determmed by Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP). A 435-bp
fragment was amplified by polymerase chain reaction (PCR) amplification using the
primers 5-GCC TGG CAC ATA GTA GGC CC-3' (sense) and 5-CTT CCT AGC
CAG CCG GCA TC-3' (antisense). The amplified products were digested with
SphI (New England Biolabs. Ipswich, MA, USA) overnight at 37 °C. producing
fragments of 247 and 188 bp whether the polymorphic variant (allele T) was present, or
an undigested 435-bp band for the wild-type allele (allele C). Fragments were separated
by electrophoresis in 12% polyacrylamide gels and wisualized by silver staining. The

call rate for —1562C>T polymorphism was 97%.

Genotypes for the R279Q (rs17576) and QG6G68R. (rs17577) were determined
using the TagMan allelic discrimination assay, C_ 11655953 10 and C_ 11655948 1

respectively (Applied Biosystems. Foster City. CA). Fluorescence signals were detected
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using StepOnePlus (Applied Biosystems) and analyzed with manufacturer’s software.
The PCR parameters were: one step of 10 minutes at 95°C. followed by 40 cycles of
DNA denaturation at 92°C for 15 seconds. and annealing/extension at 60°C for 1

minute,

Echocardiography

Left ventricular (LV) dimensions were evaluated according to the American Society of
Echocardiography recommendations using cardiovascular ultrasound machine (Siemens
Acuson CV70, Munich, Bavaria, Germany) with multi-frequency sector transducer (2-
4MHz) **. Deveraux formula was used to estimate LV mass. Left ventricular mass index
(LVMI) was calculated by dividing the LV mass by the body surface area. Left
ventricular hypertrophy was defined by LVMI above 95¢g m” for women and 115g m’

i
for men **.
Arterial Stiffness

Pulse wave velocity (PWV) is the “gold standard” method to evaluate arterial
stiffness. PWV was measured using the SphygmoCor System (Atcor Medical, Sydney.
Australia) with the patient in the supine position. Pulse wave of the carotid and femoral
arteries were analyzed estimating the delay with respect to the ECG wave. Carotid-
femoral PWV was calculated by dividing traveled distance by transit time (PWV =
distance/time). The cut-off walue of 10 m/s is considered to increased risk for

. b ]
cardiovascular events -

Biochemical measurements
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Heparin-anticoagulated blood samples were collected during the morning after

overnight fasting. The blood samples were immediately centrifuged at 2.000 x g for 10

min and plasma fractions were stored at -80°C until used for biochemical

measurements. Plasma levels of MMP-9 and TIMP-1 were determined by ELISA (R&D

Systems. Inc.. Mmneapolis. USA) according to manufacturer’s mstructions. In addition.

serum cholesterol. fasting glucose. LDL. HDL. triglycerides. HbA1C, aldosterone,

creatinine and reactive C protem (CRP) were measured.
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Sraristical analysis

Differences in genotypes and allele distributions were assessed using Chi square
test (GraphPad Prism 5.00 (San Diego California, USA). For -1562 C>T. we combined
both TT and CT genotypes together (CT+TT group) and compared with the CC

genotype group. The distribution of genotypes for each polymorphism was assessed for
deviation from the Hardy—Weinberg equilibrium. Haplotypes frequencies were inferred
using  the Bayesian  statistical-based  program  PHASE (version  2.1:
http://www http://stephenslab.uchicago.edu) . The possible haplotypes including the
three MMP-9 polymorphisms ordered according to their location in the chromosome [-
1562C>T (153918242), R279Q (rs17576) and Q668R (1s17577)] were: HI(CAG), H2
(CGG). H3 (TGA). H4 (CGA). H5 (TAG), H6 (CAA), H7 (TAA) and HS (TGG). Only
haplotypes with frequencies greater than 1% were taken into consideration for statistical
analyses o

The statistical power was estimated using Quanto software (version 1.2.4.

http://biostats.use.edu/Quanto.hitml). Power was caleulated to detect associations

between the phenotypes and polymorphisms. We had 69.8% . 89.0% and 76.7% power
using an additive model, two-sided. to detect an OR of 1.80 for RHTN. at P=0.05 and
minor allele frequencies of 0.15. 0.46 and 0.19 for 153918242, 117576 and 17577,
respectively. Two-tailed P values less than 0.05 were regarded as significant for clinical
teatures between HTN and RHTN. We used the dominant genetic model to test the
association of these polymorphisms with MMP-9 levels and clinical features for all
three polymorphisms (gathering minor homozygote group with heterozygote group as
minor allele carriers). Values of p<0.016 (0.05/3 SNPs) were considered significant to
correct for the number of comparsons made in genetic analysis (Bonferroni's

correction).



Resulrs

General characteristics are summarized in table 1. The RHTN group had higher
office SBP. BMI and higher prevalence of LVH. Significant differences were found in
age, MMP-9, TIMP-1, MMP-9/TIMP-1 ratio, PWV. fasting glucose. HbA1C and
triglycerides between the groups.

Alleles. genotypes and haplotypes distributions are shown in Table 2. The
distribution of genotypes for each polymorphism showed no deviation from Hardy-
Weinberg equilibrium. Similar genotypes. alleles or haplotypes distributions were found
between the RHTN and HTN patients.

Climcal and laboratorial characteristies of hypertensive groups were compared
according to genotypes (table 3) and haplotypes (table 4). We found a significant

association between diastolic blood pressure and R279Q polymorphism m RHTN
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group. G carrier subjects presented lower DBP compared with AA subjects (table 3).

However. no association was found when age, race, BMI and presence of diabetes were

taken 1n account in the multivariate analysis (table 5). We also evaluated the influence

of haplotype containing G allele from R279Q in BP. but no association was found (table

5). In addition, no differences were found in PWV and LVH among the genotypes and

haplotypes in both groups.

Finally. we combined both groups (HTN + RHTN) and MMP-9. TIMP-1, SBP.

DBP. LVMI and PWV were compared between the genotypes for each SNP but no

associations were found (Supplementary Table 2).



Table 1: General characteristics of study groups
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HTN (n=136) RHTN (n=124) p- value
Age (years) 65+ 10 60 =11 <0.001%*
Gender (female/male) 86/50 84/40 051
Ethnicity (% Non white ) 13 44 <0.001*
BMI (kg-"mzj 276 [24.6-37 8] 31.2[269-349] <0.001*
Office SBP (mmHg) 139 [131-148] 147 [134-160] <0.001%
Office DBP (mmHg) 81 [76-86] 82 [78-92] 0.11
Heart rate (bpm) 67 [61-76] 66 [58-74] 0.25
ABPM SBP (mmHg) 127 [118-135] 130 [118-143] 0.16
ABPM DBP (mmHg) 76 [70-81] 76 [70-85] 036
LVMI (g/m’) 96 [86.4-117] (n=116) 115[93-141] (n=79)  <0.001%
LVH (%) 22 61 <0.001*
PWV (m/s) 9.8[8.6-11.6] 9.0 [7.6-11.1] 0.02%
MMP-9 (pg/mL) 38.5[26.2-67.8] 26.1[20.1469] <0.001*
TIMP-1 79.5 [67.9-100.6] 88.7[74.9-109.8] 0.007*
MMP-9/TIMP-1 0.53 [0.33-0.85] 0.29[0.20-0.55] <0.001*
Fasting Glucose (mg/dL) 97 [90-107] 104 [91.0-137.5] 0.01%
HbAILC (%) 5.7 [5.1-6.0] 6.3 [5.9-7.8] 0.004%
Total cholesterol (mg/dL) 165.0 [140.3-165] 181 [151-208] 0.002*
LDL (mg/dL) 86.5[66.3-106.8] 98 [78.5-126.3] 0.002%
HDL (mg/dL) 49 0 [41.5-57] 46.0 [38-54.0] 0.04%
Triglhicendes 108.0 [80.0-151.0] 1280 [93.5-185] 0.02%
K (mEq/L) 43[4.14.6] 44[42-47] 022
hs-CRP (mg/L) 28[1.2-5.9] 3.1[1.5-5.9] 039
Creatinine (mg/dL) 0.94 [0.79-1.21] 0.81 [0.52-0.96] 0.56

HTN: muld to moderate hypertensive; RHTN: resistant hypertensive patients; BMI- body mass
index; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; LVMI: left ventricular mass
wmdex; LVH: left ventricular hypertrophy; HbA1C, glycated hemoglobin; ACE1, angiotensin I-

converting enzyme mhibitor; ARB, angiotensin receptor blocker; CCB, calcium channel
blocker. Data expressed as median [IQR]. *p<0.05
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Table 2. Genotypes, alleles and haplotypes frequencies of MMP-9 polymorphisms -
1562 C=T, Q279R, and A668G in resistant hypertensive and mild to moderate
hvpertensive patients

HTN RHIN Odds 95%
n=136 n=124 7P . confidence
o o Value Ratio : _
(%) (%) interval
Genotypes
-1562 C=T (rs3918242) n=132
CC 84 89 - - (reference)
T carriers 16 11 0.37 067 03310139
HWE-p 0.93 0.3% - - -
Q279R { (rs17576)
AA 42 44 - 1.00 (reference)
AG 44 48 0.7%9 1.07 0.64to 1.80
GG 14 08 0.26 062 0D27to0 143
HWE-p 052 036 - - -
AG66S8G (rs17577)
GG 76 77 - - (reference)
AG 23 21 0.95 098 0534to0 178
AA 01 02 0.93 1.09 0.15t0 792
HWE-p 0.99 0.87 - - -
Alleles
[1562C=T (rs3018242)
C 92 94 ; (reference)
T 08 06 032 071 (3210126
R279Q (rs17576)
A 4 67 n (reference)
G 36 33 032 087 (6110126
QG66SR (rs17577)
G B7 B8 0.89 0.97 (reference)
A 13 12 0.539t0 1.69
Haplotypes:
11562C=T; R279Q: Q668R
H1 (C-A-G) 63.97 66.13 0.44
H2 (C-G-G) 23.53 2097
H3 (T-G-A) 7.72 5.24
H4 (C-G-A) 441 6.45
H5 (T-A-G) 0.37 0.81
H6 (C-A-A) 0 0.4

HTN: nmuld to moderate hypertensive; RHTN: resistant hypertensive patients; G-
guanine; T: thymine; C: cytosine; A: adenosine. HWE-p: Hardy-Weinberg p value; y* test were
used to compare groups distributions. H5 and H6 were not included m the analysis. *p<0.016

(0.05/number of snps) to correct for the number of comparisons made (Bonferron's correction).



55

910°0>dy [IOI] uerpaw se passaidxa eje ‘Wqosoway pajedA[s ‘DTVqH AydonradAy repnomuaa 1] -HAT “XopUT SSBIU JR[NILNUSA 1Jo] -TINAT ‘ainssaxd
poojq drjojserp dgq ‘amssaid poojq J1j03sAs ‘ggs xapur ssewr Apoq TIAF ‘sjuened sarsuapadAy Juesisar NLHY ‘eArsuapadAy sjerspour o) pima NLH

6¥00 9408 bn<sadve 6¥0°0 [ci-8186 Fo-vdos £08°0 EL-64v6 bn<sdos (saw) AMd
809°0 lev1-ze] 601 [epi-261L11 12,0 rad S I eyi-s6l zzL 809°0 Lz1-96l v41 [epL-¥6] 911 (;w/B) INAT
S9/°0 [og-69] 52 [18-0 9L 5920 [ze-cal vL 8-zl 9L 16v°0 Ls-146L [es-89l v (BHWwW) 490 Ndav
8960 ler-slzzr  [ser-siilzzt wro  leersilse (1516141 621 1690  [9er-€TiloeEl [iwi-aLil szh (BHww) dgs Wdav
8v8 0 [8g-08] 8 lee-sLles £100 es6Gv 18 [s6-08] 58 8Y8°0 628 l66-24128 (BHww) 4aa
£190 loci-¥EL] GP1 [zor-seileyl 1860 GoL-¥ELl Ghl [coL-9g1] 6F) £190 [roL-+ELl BEL [1o1-getl svt (BHww) 4gs
£8€°0 eve-zazlioe se-2le e 6.0 bre-gozleoe  Lte-L 92T e 6v2°0 Brecodlzie  [b6tE-69d61E (,w/Bx) 1ng
1820 (#5) S1 (zv) o 000 (9g) sz (g5) 0e 8800 (12 (v)zs (%) U 3JIUM UON
1900 oozzolze0  [250-0T01uZ0 €80 [ES0-0Z01620  $09SC-IZOLZO  #SL0 ba0-2z0l .£0 bs0-zol 20 dWLL/dWW
200 Besvalees  [LZL-LoslEes €850  [oL-otvd868  SS0L-69.L88 8eL0  [Evii-9colose  [E60L-L22T68 L-dWILL
9,00 wesezzlzoe  [wir681l0ze 1620 csyroozlzor 1Tos98M8 T L0 is1salzoe WeresilLee (qw/Bd) 6-dn
836°0 6/61 1£/59 9950 \z/6F BL/GE ¥5L0 /0L 9L (\/4) 19pua
Z82°0 leo-05] 25 log-zsl 09 1610 [Bo-+6] 19 [og-zcl 09 980 [t2-05] 09 logzsl 09 (s1eak) aby

anjea d Siaued v 299 anea d siaued 9 vV anjea d Sialued | 20

(22G2151) ¥899D (9252181 ) D6LTH (zvz81L6es)) 1<0T951-

(PZ1=N) NLHY

6E0 [z1-98l1 0L [E1-zeles 0500 Zi-velve [izi-98l 208 6870 [ezi-zelL6 [o11-98l166 (sau) AMd
80¥°0 [1E1-98] $OL [vL1-28186 €560 [oz1-v81 001 [e11-681 66 85870 [sz1-18] Zo1 [611-881 001 (;w/B) AT
68870 los-69] G2 18 -69] 92 6600 fes-12112 los-99] 2 8550 l68-02192 18-691 92 (BHww) dga wday
8560 lseL-gLLl 2L [sEL-8LL] 221 zLO lce1-811l 821 [vEL-8LLl 921 z150 [6EL-81L1 0EL we1-gL1l oz1 (BHww) dgs Wday
o [v8-v21 08 los-2/1z8 1£50 log-2/1z8 ls8-a/118 96€°0 ls8-5/1 08 los-2/1z8 (BHww) daa
91z0 Lyi-82il 251 [svi-zeLl opL 6LL0 [ep1-0s1] 6EL [BYL-€EL] OF) SIS0 leyi-L21] BEL [ap1-zELl opL (BHww) 4gs
G380 [Boe-Lv2lg L2 breovzl 9Lz 80¥°0 ee-Lvdl6 12 Zieovdo 80 eze-Lv2lse B9 Lz (;u/B%) 1ng
€100 (en (ap)z1L 7080 sz @)z 6£L°0 (k4 (G (%) u apum uoN
50 bLoze0lvv 0 [og0-€€ 0] 50 8860 Geo-ze0lvs0  [GBO-EE01 L0 SPL0 zrozzolseo  [e80-€£0] S0 dWIL/dWW
600 [LcoL-+21006 V26-z 291782 S6E0 loes-1gal66.  [Vi0L-290l b 2L #6500  [£141-Z60606  [266-69919LL (Tw/6d) L-dwiL
£6L°0 1sozozlg e l5'g9-z9zl OF w90  lcogtizzizor  [1Ve9-9GZlsoE 1920 [1eo-czli i lgsa-z ozl oF (Tw/6d) 6-dnn
1100 vk £ETL 1060 62/6Y (k7713 GEE0 OMLL oviLL (W/4) 19puao
9zL0 [12-98] 19 le2-851 99 el lzs-18159 lz2-881 29 GE6°0 (1281 29 lez-26199 (s1eah) aby

anjep d s1awed y 99 anjep d siaLed 9 vv anjea d SIBLIED | 20

(£2G215)) ¥899D (925215)) ) D6 (zvzBI6ES)) 1<0T961-

(9€1=N) SVH

sadyouas g-JINT\ 03 Suipaodde sdnoas aarsuaradiy ) Jo SOPSLIIRIRTD [RITUI])) "€ [qe L



56

“ams0}Ad ) pue auruens o wsiydrowAjod

U899 P D67V “1<D7951- Aq pesodwod sdfjordey (9-0-0) zH “amssaid

POO[q JNOJSEIP‘ dE “Xapw ssew Apoq [NE ‘siuaned aarsuspiadAY juelsisar \NLHY 2081
pue sajeqerp 11 2dA) Jo souasard ‘TINg ‘93 0] paysnipe azem sasATeue yuspuadspur moj oYL

S0 SI'v ST (V-9-0)tH
130 00°€ vLO- (V-D-L) €H
600 CET 0 (O9DD)H
6280 820 900 (sweured H) O6LTY
anpa d NES g (FT1=1) NLHY

dnoas aasuayradAy yue)sisaa
ul Jg P 3aqe © Sururejuod sadgojdey pue wsidaouwsjod Q6L 7 Jo 3¢

£) JO monePosse ) 2.10]dx3 0) sISA[LUE WOISSIIAT JLIUN] AJELIEADY *S Qe L

€710°0>d, [OI1] vepaw se passaxdxa e1eq "AydonradAy Emolnuas Ja[ :H AT XPUI SSEW IEMOLOUA YA TN AT 2inssaid
Poo[q dT[OISEIP “gg (T 2mssa1d poo[q JTjoIsAs ‘dgs “xaput ssewt Apoq [N g Siuaned aarsuaind T JUeIssa1 (N T HY S2asuaiRedAy 21e12pot 0] pi N TH

go0 [gso-vzol¥vo [pe0-Lzolieo [ro-zolizo leso-izologo si0  Wri-wolseo  [zroscolseo  [Lgozeoleso  [seo-zeolevo L-dWIL/6-diNn
200 [zie-vzelvas [901-2esls¥e [bezL-ceglos  [2sol-szri2e 210 [gezorsodes: [zvzi-zedivs [Zeseiclete [swoL+29)z8s  (quwbd) 1-gwiL
oc0 [ges-9zzloor lzeg-vselzee Iece-1oZleve [Zostozliez se0 [696€LElaoe [L'seszl LLE [oroav L2lv Sy [gsevpelose  (wibd)e-drim
eco  [er-audeol ELi-gd1e [EL-Liee [eol-g208.8 €L0 [Fegiales [eziees [e11-Lgles l2'11-0gl50l (s/w) And
oF0 [FrL-cel LLL [2Z1-68] 911 [sgi-val 0L [zvL-¢slosLL €20 [1E1-Z #8l #0L [sz1-58] #OL [6L1-581 96 [5LL-F28l Lol (ZwyB) 1A
200 [se-6/l 28 [g6- 03] 22 lsse-£Ll08 [es-s2000€2 #50 leg-silos [se-svl02 [gg-a/) 22 [gg-221 18 (BHwWw) 490
160 Lgi-gell gpl [Bol-bEllppl 2091 -pEMIJPL  DGL-bELIOSFL  2J0 Isy1-0eL] LE1L lepl-azil el levL-0ELlzkL lopL-eELl 6EL (BHWW) 4g5
d (v-9-0) ¥H {(v-0-1) €H (9-9-0) 2H (9-¥-0) LH d (v-9-0) ¥H {(v-9-1) €H (9-9-0) zH (9-¥-0) bH
(vz1) N1HY (9€1) N1H

(8990 O6LTH f1=D795T-) sedojdey g-JINT\ 0 Smpaodde spelqns asrsuapiadAy Jo SIYSLIAIEIEYD [ENW])) "y [qE]



57

Discussion

In this study. we demonstrated that the MMP-9 polymorphisms (-1562C=T.
R279Q and QG668R) were not associated with resistant hypertension.. We also showed
that alleles. genotypes and haplotypes for these polymorphisms did not atfect MMP-9
levels nor left ventricular hypertrophy and arterial stiffness in hypertensive patients.
RHTN subjects who carried G allele of Q668R polymorphism presented higher DBP
than AA subjects, however the association were lack in a multivariate analysis.

Resistant hypertension is a multifactorial disease and among the factors associated
with this condition is higher prevalence of TOD including LVH. microalbuminuria and
arterial stiffness * % 2%, Obesity. diabetes. black race. aging and aldosterone levels are
also related to RHTN ®%. However, the genetic factors associated with this condition
have been underexplored. GenHAT study showed that two variants in the angiotensin
gene are related to RHTN in white subjects’’. Some other studies also explored the
association of renin-angiotensin-aldosterone system genes with resistant ll}]JertensicmH'
3 Data from INVEST genes showed that the variant of ATP2B] gene 1s associated with
increased risk for RHTN »°. Finally, other studies demonstrated association between
genetic variants with BP response 3% and prevalence of TOD ® in RHTN.

The high cardiovascular risk of RHIN * is due to poor BP control and high
prevalence of target organ damage - Deregulation of matrix metalloproteinases
(MMPs) and their mhibitors participate in the hypertension-induced cardiovascular

remodeling %!

. Hypertensive patients or animal models of hypertension had higher
levels of MMP-9 compared to controls “ In addition. MMP-9 and TIMP-1 levels were
associated to increased cardiovascular risk ***. We recently showed that MMP-9 and
TIMP-1 levels were independently associated with RHTN and cardiac damage (data not

published/paper submitted). Several MMP-9 gene variants have been associated with

cardiovascular conditions including myocardial infarction . stroke ¥ and
. 15.16 . : . )
hypertension — . .This is the first study to evaluate polymorphisms in MMP-9 gene in

resistant hypertension. We found no differences in haplotype. genotype and allelic
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trequencies of MMP-9 polymorphisms between RHTN and HTN patients. Some studies
have suggested that the T allele of the -1562C>T polymorphism at the promoter region
of MMP-9 gene is a marker of cardiovascular risk **. However, we found that T allele
15 not associated with resistant hypertension. Moreover. the results of studies on

hypertension are conflicting. A meta-analysis suggested that the T allele of -1562C=>T

polymorphism is associated with presence of hyper‘rensionlj. Accordingly, a case-
control study suggested that the T allele is associated with isolated systolic
hypertension®. But. other authors showed no association of -1562C>T and essential
h}'peﬂeusionll 48 Regarding Q668R polymorphism. AA subjects (RR) treated with
amlodipine versus chlorthalidone had higher risk of the clinical outcomes. but no effect
was found when all treatments were combined'. Similarly, another study from
GenHAT population showed that AA subjects presented higher risk of coronary heart
disease in the amlodipine group'’. Although our aim was not to evaluate clinical
outcomes, we might expect different frequencies of this genotype variant between
RHTN which represents high risk hypertensive group compared to HTN. However,
additional factors may overcome the genetic effect of Q668R polymorphism in RHTN
population.

Among the three MMP-9 polymorphisms evaluated in this study (-1562C>T.
R279Q and Q668R). RHTN subjects who carried G allele of the R279Q polymorphism
presented lower DBP. However. the association between R279Q polymorphism and
DBP did not remain significant after adjustment for potential confounders (age. race.
diabetes and BMI). R279Q polymorphism was not associated with the risk of
ll}pel'tensionu. On the other hand, previous study showed that patients with stable
angina carrying the 279Q allele (A) had higher risk than patients homozygous for the
279R (G) allele®. A large study including GenHART hypertensive participants showed
that G carriers (279R allele) presented modest lower risk of stroke in the whole sample.
Lower risk of combined CVD in GG subjects was observed when patients received
chlorthalidone versus amlodipine or lisinopril compared with participants with at least
one copy of the A allele’®. In our study, due to low sample size we do not have
statistical power to analyze the effect of anti-hypertensive drugs on DBP according to

the genotype.
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In additional analysis we found no effect of MMP-9 polymorphisms in PWV and
LHV. neither when the groups were combined. The relationship between -1562C>T
with PWV was suggested to be sex specific in a cohort from an atherosclerosis study.
where only 30% of sample was hypertensive'’. T carrier patients with coronary artery
disease presented higher arterial stiffness than CC homozygote 8 Similarly, BP, aortic
PWV and serum MMP-9 levels were significantly higher i T-allele carriers in never
treated hypertensive®. The lack of association in our study might be due the long term

hypertension and an installed vascular damage. Surprisingly, HTN subjects had higher

PWYV than RHTN group which can be explained by higher age in this group. It is well
know that age is one of the main determinants of AS. Previous study showed that
RHTN presented higher PWV in age-matched subjects &%,

RHTN patients presented higher LVMI and increased prevalence of LVH. but no
association was found with MMP-9 genotypes. Interestingly, a study reported that the
MMP-9 haplotype “T. H, Q" (-1562C>T (rs3918242), — 90 (CA)14-24(rs2234681) and
R279Q (rs17576) was associated with LVMI, suggesting that the haplotype apparently
has detrimental effects over echocardiography parameters m hypertensive patientsu.
They also demonstrated that the —90(CA)14-24 polymorphism 1s related to
hypertension. but not -1562C>T and R279Q. Indeed. we found representation of six
haplotypes 1n our study groups with similar distributions 1n HTN and RHTN subjects.
MMP-9 haplotypes did not affect BP or prevalence of LVH and arterial stiffness in this
study.
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Secondarily. we evaluated whether MMP-9 polymorphisms affect its levels. We did
not find differences in MMP-9 levels according to the genotype in both hypertensive
groups, even when HTN and RHTN were combined. Similarly. other authors did not
find association of -1562C>T and MMP-9 levels and activity in healthy volunteers™ ™
and patients with hypertensive disorders of pregnanc:}'ﬂ. On the other hand. T allele of -

1562C>T was significantly associated with MMP-9 levels in metabolic syndrome %,

obese children® and coronary artery disease (CAD) % Previous study described that
polymorphisms -1562C>T and Q668R. which were in linkage disequilibrium. affected
MMP-9 levels in Taiwanese individuals’’. The same authors also described other
factors which interfered in MMP-9 concentrations. including age. glucose and C
reactive protein. As these characteristics are inherent of hypertensive patients’. our
population was mainly elderly, had high levels of CRP (<2.0 mg/L) and high fasting
glucose. Thus, together with the eventual interference of multiple antihypertensive

drugs. we consider the possibility of these factors may overcome the genetic effect of

the polymorphisms in MMP-9 levels.

drugs. we consider the possibility of these factors may overcome the genetic effect of
the polymorphisms in MMP-9 levels.

The present study presents some limitations: (1) we studied a relatively small
number of subjects and in spite we had statistical power to our primary aim. larger
sample size would be required to detect small effect size: (2) our patients were taken
multiple anti-hypertensive drugs which may have masked the genetic influence of
MMP-9 polymorphisms on MMP-9 levels and (3) our case-control study was not age-

matched.
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In conclusion, genetic polymorphisms in MMP-9 gene are not associated neither to
the phenotype of RHTN, nor the prevalence of left ventricular hypertrophy and arterial
stiffness in these subjects. Finally, MMP-9 polymorphisms did not affect MMP-9 levels

in mild to moderate and resistant hypertensive subjects.
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4.3 Resultados adicionais

Os principais achados do artigo 1 (secdo 4.1) revelaram as diferencas nas
concentracbes plasmaticas da MMP-9 e do TIMP-1 entre os grupos de HAR
comparados ao grupo de pacientes néo resistentes (HAS). Os niveis plasméticos da
MMP-9 e a razdo MMP-9/TIMP-1 foram significativamente menores nos HAR,
enquanto as concentracdbes de TIMP-1 foram superiores. Essas relacdes
permaneceram significativas mesmo apO0s ajuste para outras variaveis como raca,
idade, presenca de diabetes, PAS e IMC em andlise de regresséao logistica. Além
disso, analises de correlagdo nos permitiu verificar a relacdo entre o TIMP-1 e IMVE
nos grupos de hipertensos. Dentre estas, apenas a relacdo negativa entre TIMP-1 e
IMVE no grupo HAR foi significativa apds ajuste em andlise de regresséo linear
multipla. Como resultados adicionais, agregamos ambos 0s grupos de hipertensos
(HAS+HAR) e comparamos 0s biomarcadores em pacientes que possuiam HVE
com o0s que nédo tinham HVE, os pacientes com hipertrofia tiveram menor relacéo
MMP-9/TIMP-1 (figura 3).
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Figura 3: Niveis plasmaticos de MMP-9, TIMP-1 e relagdo MMP-9/TIMP-1 em pacientes com vs.

sem hipertrofia ventricular esquerda (HVE) p<0,05.
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Em analises adicionais, nés avaliamos se esses biomarcadores e também a
razdo MMP-9/TIMP-1 estavam associados com outras variaveis clinicas como
presséao arterial, VOP e IMVE. Para tal, correlacbes de Spearman foram realizadas e
0s resultados encontram-se na Tabela 1 desta secdo. O TIMP-1 foi correlacionado
positivamente com IMVE nos hipertensos leve e moderados e apresentou uma
correlagcdo negativa nos hipertensos resistentes. Nao houve associacéo entre MMP-
9, TIMP-1 e razdo MMP-9/TIMP-1 com as variaveis clinicas PAS e VOP em nenhum

dos grupos estudados, mesmo quando avaliados juntos.

Tabela 1. Correlagfes de Spearman entre MMP-9, TIMP-1 e razdo MMP-9/TIMP-1 com
as variaveis clinicas nos grupos de hipertensos

HAS (n=136)

MMP-9 (ng/mL) TIMP-1(ng/mL) MMP-9/TIMP-1

R? p R? p R? p
VOP (m/s) -0,05 0,56 0,16 0,06 -0,13 0,13
IMVE (g/m3  -0,02 085 020  0,03* 0,14 0,11
PAS MAPA 0,14 0,16 0,03 0,76 0,05 0,58
PAD MAPA 0,001 0,99 0,77 0,22 0,03 0,74

HAR (n=124)

MMP-9 (ng/mL) TIMP-1(ng/mL) MMP-9/TIMP-1

R’ p R’ p R’ p
VOP (m/s) 0,17 0,13 0,02 0,79 0,16 0,06
IMVE (g/m?)  -0,06 0,52 0,32  0,005* 0,11 0,24
PAS MAPA -0,08 0,46 0,04 0,69 -0,06 0,54
PAD MAPA -0,08 0,43 0,01 0,94 -0,07 0,52

HAS + HAR (n=260)

MMP-9 (ng/mL) TIMP-1(ng/mL) MMP-9/TIMP-1

R’ p R? p R’ p
VOP (m/s) 0,09 0,16 005 045 0,14 0,11
IMVE (g/m?)  -0,09 0,15 0,07 0,28 -0,02 0,85
PAS MAPA 0,01 0,85 0,03 0,64 -0,03 0,68
PAD MAPA -0,03 0,69 -0,07 0,36 0,68 0,91

HAS: hipertensos néo resistentes; HAR: hipertensos resistentes, PAS: presséo arterial sistélica; PAD:
presséo arterial diastélica; MAPA: Monitoracdo ambulatorial da presséo arterial; IMVE: indice de
massa do ventriculo esquerdo; *p<0,05
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As concentracbes de MMP-9 ndo foram associadas a IMVE em ambos 0s
grupos de hipertensos. Entretanto, quando avaliamos a correlacdo da MMP-9 com
0s demais parametros ecocardiograficos, foi encontrada associacdo positiva entre
MMP-9 e a espessura do septo intraventricular, parede posterior e diametro
diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE) (Tabela 2) no grupo HAR. Ainda os niveis
de MMP-9 foram negativamente correlacionados com DDVE no grupo de HAS. Nas
analises de correlacdo da razdo MMP-9/TIMP-1 com o0s parametros
ecocardiograficos, observamos correlacdo positiva com septo, parede posterior,
massa do ventriculo esquerdo e DDVE no grupo HAR. Enquanto no grupo HAS
apenas DDVE foi inversamente associado a razao MMP-9/TIMP-1. Apresentamos as

principais correlacdes descritas na figura 4.

Tabela 2. Correlagcfes de Spearman entre MMP-9 e razdo MMP-9/TIMP-1 e os
pardmetros ecocardiograficos nos grupos de hipertensos

HAS (n=116) HAR (n=79)

2 2
MMP-9 R P R P
Septo (mm) 0,18 0,06 0,26 0,03*
Parede Posterior (mm) 0,14 0,14 0,27 0,02*
MVE (g) 0,002 0,98 0,16 0,18
IMVE (g/m?) -0,06 0,52 0,05 0,69
DDVE (mm) -0,25 0,006* 0,24 0,04*
Atrio Esquerdo -0,03 0,73 0,21 0,07
Fracdo de Ejecao (%) 0,03 0,79 -0,17 0,17
MMP-9/TIMP-1
Septo (mm) 0,12 0,19 0,27 0,02*
Parede Posterior (mm) 0,09 0,29 0,34 0,003*
MVE (g) -0,04 0,64 0,31 0,01*
IMVE (g/m?) -0,13 0,15 0,26 0,02*
DDVE (mm) -0,20 0,03* 0,28 0,01*
Atrio Esquerdo -0,016 0,86 0,06 0,59
Fracdo de Ejecdo (%) 0,06 0,51 -0,19 0,13

MVE: Massa do ventriculo esquerdo; IMVE: indice de massa do ventriculo esquerdo; DDVE: diametro
diastélico do ventriculo esquerdo. HAS: hipertensos nao resistentes; HAR: Hipertensos resistentes,
*

p<0,05
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Figura 4: Esquema representativo dos principais resultados obtidos a partir da analise de
correlacdo entre os parametros ecocardiograficos e os niveis de MMP-9 e TIMP-1 e razdo MMP-
9/TIMP-1. Esse esquema representa as principais correlagbes significativas entre os niveis
plasmaticos de MMP- 9 e TIMP-1 com o IMVE (indice de massa do ventriculo esquerdo) e o DDVE
(didmetro diastélico do ventriculo esquerdo). O objetivo foi reunir os nossos achados comparando-os
com perfil fisiopatolégico que ocorre durante o remodelamento cardiaco na hipertenséo arterial
sistémica. As relagbes propostas sdo que na hipertrofia adaptativa, onde € necessario um
remodelamento mais ativo para adaptar-se as mudancas na PA, a razdo MMP-9/TIMP-1 é maior
(grupo HAS). Nesta fase, ocorre aumento do massa cardiaco devido a hipertrofia dos cardiomidcitos e
consequente diminuicdo da camera ventricular. De acordo, em pacientes HAS, a relacdo MMP-
9/TIMP-1 foi negativamente relacionada ao DDVE, indicando a relacdo da maior atividade da MMP-9
com a diminuicdo da camara do VE, que € esperado na hipertrofia adaptativa. Com a progressao da
doenca hipertensiva (HAR), o sistema MMP-9/TIMP-1 seria suprimido. Assim, na hipertrofia mal-
adaptativa, a relacdo positiva entre MMP-9/TIMP-1 e DDVE, sugere que nesta fase quanto maior
atividade de MMP-9 maior 0 aumento da camera ventricular, resultado de uma degradacao excessiva
da matriz extracelular. A correlagdo positiva esta representada pelo simbolo (+) e a correlagédo
negativa pelo simbolo (-). HAS: grupo de hipertensos néo resistentes; HAR: hipertensos resistentes;

DDVE: diametro diastolico do ventriculo esquerdo; IMVE: indice de massa do ventriculo esquerdo.
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Na tentativa de verificar o potencial efeito de farmacos anti-hipertensivos nos
niveis plasmaticos da MMP-9 em pacientes hipertensos resistentes, realizamos uma
analise de subgrupo utilizando duas abordagens. Primeiramente dividimos os
pacientes HAR que estavam administrando inibidores enzima conversora de
angiotensina (iIECA) vs. os que nao faziam utilizagcdo de IECA e comparamos 0s
niveis de MMP-9. A mesma analise foi realizada para a utilizacdo de bloqueadores

de canais de calcio (figura 5).
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Figura 5: Comparacéo entre a concentracdo plasmaética de MMP-9 entre pacientes hipertensos
resistentes administrando A) iECA (inibidores da enzima conversora de angiotensina) comparados
aos que nao utilizam iECA (néo iECA).; ou B) Bloqueadores do canal de calcio (BCC) comparados
aos que nao utilizam BCC (ndo BCC). Dados expressos como mediana [IQ]. Teste de Mann-Whitney,
*p<0,05

O artigo 2, na secao 4.2 reuniu os principais resultados nas avaliacées dos
polimorfismos genéticos da MMP-9 (-1562C>T, R279Q e Q668R) na hipertensao
resistente. Ndo foram encontradas diferencas nas frequéncias alélicas e genotipicas
entre os grupos. Os gendtipos da MMP-9 também n&o interferiram nos niveis de
MMP-9, na presenca de HVE ou rigidez arterial em nenhum dos grupos, nem
quando os grupos foram agrupados. Além disso, ndo houve diferencas nas
caracteristicas clinicas e nos niveis dos biomarcadores entre 0os genotipos, com
excecao para os valores de PAD, que foram menores em hipertensos resistentes
gue eram portadores do alelo G em comparacdo aos homozigotos AA. Para verificar
0s possiveis interferentes para essa relacdo, realizamos andlise de regressao

adicionando as variaveis “idade, raca, presenca de diabetes e IMC”; e a relacéo
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entre a presenca do alelo G com PAD ndo permaneceu significativa. Adicionalmente
realizamos andlises de regressao linear multipla para avaliar a associacdo dos
haplétipos que continham o alelo G do polimorfismo R279Q [H2 (C-G-G); H3 (T-G-A)
e H4 (C-G-A)] com PAD no grupo de hipertensos resistentes e nenhum dos

haplotipos foi associado a PAD.
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5. DISCUSSAO GERAL

Os principais resultados deste estudo foram:

1-

Pacientes hipertensos resistentes (HAR) possuiram menor concentracao
plasmatica de MMP-9, maior nivel de TIMP-1 e menor atividade global de
MMP-9 representada pela relacdo MMP-9/TIMP-1 comparados aos
hipertensos néo resistentes;

MMP-9, TIMP-1 e razdo MMP-9/TIMP-1 foram associados com a
presenca de HAR independente de idade, raca, IMC, PAS e presenca de
diabetes;

Os niveis de TIMP-1 foram positivamente associados com IMVE no grupo
de hipertensos nao resistentes (HAS) e inversamente correlacionados no
grupo de HAR;

TIMP-1 foi independentemente associado a IMVE no grupo HAR, mas nao
no grupo HAS em analise ajustada;

As concentracdes de MMP-9 foram positivamente associadas a espessura
da parede posterior, septo e diametro diastdlico do ventriculo esquerdo
(DDVE) no grupo HAR. A correlagdo de MMP-9 com DDVE no grupo HAS
foi negativa.

A relacdo MMP-9/TIMP-1 teve correlagédo positiva com DDVE no grupo de
HAR e negativa no grupo HAS.

N&o houve correlacdo entre MMP-9, TIMP-1 e MMP-9/TIMP-1 com VOP e
PA em nenhum dos grupos;

As frequéncias genotipicas, alélicas e haplotipicas foram similares entre os
grupos;

Os gendtipos da MMP-9 ndo afetaram as concentracdes plasmaticas de
MMP-9, nem as lesdes de orgaos-alvo avaliadas (hipertrofia do ventriculo
esquerdo e rigidez arterial) ou pressao arterial nos grupos de hipertensos.

Os haplétipos também néo influenciaram essas caracteristicas.
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A MMP-9 e seu inibidor, TIMP-1, tém sido amplamente estudados no contexto de
doencas cardiovasculares e hipertensédo (66, 118). Apesar disso, ainda ndo ha um
consenso sobre fatores envolvidos em seu equilibrio, ou a existéncia de relacéo
causal na hipertensdo. Enquanto alguns autores observaram niveis aumentados em
hipertensos comparados com normotensos (83, 119-121), o oposto também foi
descrito (84, 122, 123). Nosso estudo foi o primeiro a avaliar a MMP-9 e o TIMP-1 na
hipertensdo resistente em comparacdo com hipertensos ndo resistentes. Nés
demonstramos que ha menor atividade global da MMP-9 em hipertensos resistentes
comparados ao grupo controle. O grupo de HAR apresentou menores concentracdes
de MMP-9 e maiores niveis de TIMP-1 em relacdo ao grupo HAS. Em estudo
recente ndo foram encontradas diferencas nestes biomarcadores entre pacientes
HAR com PA controlada ou ndo controlada (86), sugerindo que o controle pressorico
nao altera os niveis de MMP-9 e TIMP-1 na hipertenséo resistente. Em estudos com
animais, elevados niveis de MMP-9 foram observados no modelo de hipertenséo
SHR gquando comparados aos controles (83). Outro estudo mostrou que a infusao de
angiotensina em animais knockout para MMP-9 aumentou a PA significativamente
em relacdo aos animais selvagens. Os autores atribuiram esse efeito a menor
complacéncia da aorta e maior acumulo de colageno na auséncia de MMP-9 (80).
No presente estudo, ndo encontramos correlagbes entre os biomarcadores e
pressao arterial, assim, na HAR outros fatores envolvidos em sua fisiopatologia
como a hiperativacdo do sistema renina angiotensina, inflamacéo, hiperativacdo do
sistema simpatico, bem como as comorbidades associadas, como diabetes,
obesidade e sindrome metabdlica, podem ser fatores que influenciam o equilibrio
MMP-9/TIMP-1. Ainda, como niveis aumentados de TIMP-1 foram preditores de
hipertenséo (124) e morte cardiovascular em estudos prévios (125), pode-se sugerir
gue ambos biomarcadores devem refletir o remodelamento cardiovascular que
acompanha a hipertensao, ao invés de um efeito direto da PA.

Em relagcdo aos contrastes nos niveis de MMP-9 e TIMP-1 entre os estudos na
hipertenséo, as diferencas podem ser pela utilizacdo de diferentes tipos de amostra
(plasma ou soro) (126, 127), armazenamento ou uso de diferentes técnicas
metodoldgicas (ELISA ou zimografia) (128). Porém, em meta- analise com pacientes

hipertensos foram incluidos apenas estudos que utilizaram plasma, e mesmo assim
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os valores de MMP-9 apresentaram grande variabilidade entre os estudos, 0s niveis
de MMP-9 foram associados com hipertensdo utilizando a média da raz&o de chance
entre os estudos descritos (129). Outro fator importante é que a hipertensao trata-se
de uma doenca multifatorial com diversos sistemas fisiopatolégicos envolvidos
gerando diferencas entre as populacdes dos estudos de acordo com a selecao da
amostra.

Algumas medicacdes anti-hipertensivas podem ter efeito nas concentracdes ou
atividade das MMPs. Apesar dos achados controversos na literatura, inibidores da
enzima conversora de angiotensina (ECA) sé&o potenciais inibidores da MMP-9. Isto
se deve ao fato de que ambas MMP-9 e a ECA s&o endopeptidades dependentes de
zinco e processam angiotensina | (130). Assim, estudos utilizando um modelo
computacional para predicdo da interacdo entre a MMP-9 e inibidores da ECA
(IECA), o lisinopril (131) e o captopril (132), mostraram que pode ocorrer ligagao
entre 0s compostos e o sitio ativo da MMP-9. Ensaios enziméaticos utilizando MMP-9
extraida de células mesangiais e incubadas com Captopril ou Lisinopril também
demonstraram que ambos iIECAS diminuiram a atividade de MMP-9 in vitro (133). No
entanto, os niveis de MMP-9 e TIMP-1 ndo foram alterados pelo tratamento de
pacientes hipertensos com enalapril em monoterapia, assim como nao foi observado
efeito inibitério do enalaprilato (metabolito ativo do enalapril) sobre a sintese de
MMP-9 em células endoteliais em cultura nem em ensaio bioquimico in vitro (134).
Em relacdo aos estudos com animais, a administracdo de Enalapril em modelo de
insuficiéncia cardiaca preveniu aumento tanto na atividade gelatinolitica quanto na
expressdo tecidual de MMP-9. Além dos efeitos anti-remodelamento cardiaco
observados (menor diametro diastélico do VE e maior fracdo de encurtamento
mesocardico), os autores encontraram reducdo na expressao cardiaca de MMP-9 e
na atividade gelatinolitica global, sugerindo que o uso de IECA pode ter um efeito
indireto sobre a MMP-9 (135). Em concordancia com estudo prévio (134), ndo houve
diferenca entre os niveis de MMP-9 entre pacientes que estavam sob o uso de
inibidores da ECA comparados com 0s que nao estavam em nosso estudo. Em
conformidade com esses resultados, o ramipril ndo alterou as concentracdes de
MMP-9 em hipertensos(136). Outras classes de anti-hipertensivos tém sido descritas
como potenciais inibidores da MMP-9, como por exemplo, os antagonistas do
receptor de angiotensina (ARA Il). O losartan diminuiu a expressédo de MMP-9 em

células musculares lisas extraidas de rato (137). Nos estudos clinicos ha
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controvérsias, tanto o efeito na diminuicdo nos niveis de MMP-9 (136), como
nenhuma alteracdo também foram descritos (84) apds o uso de ARA Il. Em nosso
estudo, os pacientes nao resistentes (HAS) estavam administrando mais ARAII
comparados com os HAR, corroborando que a intervencédo desta droga talvez nao
afete os niveis de MMP-9. Ainda, os bloqueadores do canal de calcio (BCC) por sua
acao anti-oxidante diminuiu as concentracdes de MMP-9 concomitantemente com 0s
marcadores de estresse oxidativo em pacientes hipertensos (138). Embora néo seja
possivel descartar o efeito dos BCC no presente estudo, dados recentes de nosso
laboratorio mostraram que pacientes HAR tém niveis aumentados de marcadores de
estresse oxidativo, apesar da administracdo de mdultiplas drogas anti-hipertensivas
(139, 140), e entre individuos HAR utilizando ou ndo BCC ndo encontramos
diferencas nas concentracdes plasmaticas de MMP-9. Por fim, o uso de multiplas
medicacdes anti-hipertensivas é inerente da definicdo de HAR, dificultando analises
de efeito singular ou sinérgicos das mesmas sobre os biomarcadores.

Na hipertensdo, um importante papel das MMPs €& sua participacdo no
remodelamento cardiovascular. O remodelamento dos vasos para se adaptar a alta
PA envolve degradacao e reorganizacdo da MEC e a hipertrofia ou hiperplasia de
CMLV, contribuindo assim para o espessamento da parede do vaso e rigidez
vascular, que por sua vez, também contribuem para o aumento da PA. As MMPs
rompem as interacbes matriz- célula, levando a alteracdo da morfologia das CMLV
permitindo sua migracdo e proliferacdo (46). NO0s ndo encontramos associacdo da
MMP-9 e do TIMP-1 com rigidez arterial em ambos o0s grupos de hipertensos. Alguns
estudos em animais nos fornecem possivel explicagdo para esse achado.
Interessantemente, a alta pressdo em caroétidas retiradas de camundongo aumentou
a atividade da MMP-9 e a distensibilidade dessas artérias (141). Outros autores
demonstraram que animais que ndo possuem MMP-9 tiveram a complacéncia da
aorta diminuida levando a maior PA e maior deposi¢cao de colageno apos infuséo de
angiotensina em comparagdo com o0s animais selvagens (80). Ou seja, esses
resultados sugerem que a MMP-9 nos estagios iniciais da doenca tém um papel de
promover o remodelamento vascular para acomodar a elevada tensdo na parede
dos vasos, ja na nossa populacdo amostral, a rigidez arterial ja esta instalada.
Inclusive, surpreendentemente o grupo HAS apresentou maior VOP em relagéo aos
HAR. As diferengas significativas na idade entre os dois grupos possivelmente

interferiu para que os pacientes de grau leve a moderado, porém com idade
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avancada, apresentassem maior VOP em relacdo aos pacientes HAR, pois € sabido
que o envelhecimento é um dos principais determinantes da rigidez arterial (142,
143). Estudos prévios do nosso grupo mostraram os pacientes HAR apresentaram
maior rigidez em relacdo a hipertensos de grau leve a moderado e normotensos
guando os grupos foram pareados para idade (20, 21, 144). Tratando- se de estudos
clinicos, os niveis de MMP-9 foram associados a rigidez arterial em pacientes com
hipertenséo sistolica isolada (145) e hipertenséo essencial (146). Porém no ultimo
estudo, apos ajuste para idade e frequéncia cardiaca, a associa¢cdo ndo permaneceu
significativa (146), sugerindo que esses fatores podem sobrepor o efeito da MMP-9
sobre a rigidez arterial. J& em sujeitos saudaveis essa associagdo foi negativa
(147), propondo que ao passo que a rigidez aumenta, a MMP-9 diminui, favorecendo
0 acumulo de proteinas na matriz extracelular.

Em relacdo ao remodelamento cardiaco que ocorre na hipertenséo, a resposta a
alta pressdo ou volume, que inicialmente é adaptativa, caracterizada por aumento da
espessura dos miocitos, peso cardiaco e da forca da contracdo causando a
hipertrofia ventricular. Esse remodelamento torna-se mal-adaptativo na resposta
cronica levando a ativagdo de sinais mecanicos que resultam no alongamento dos
midcitos, aumento da camara ventricular e diminuicdo da for¢ca cardiaca, podendo
posteriormente resultar e dilatacdo cardiaca e insuficiéncia (57). A hipertrofia
ventricular esquerda € caracterizada pela hipertrofia dos cardiomiécitos, proliferacéo
dos fibroblastos e mudancas da arquitetura do colageno (40). Como esperado, 0s
pacientes HAR tiveram maior prevaléncia de HVE, bem como maiores IMVE
concomitantemente com menor atividade de MMP-9 e maiores niveis de TIMP-1.
Outro dado interessante foi que quando classificamos os pacientes HAS e HAR de
acordo com a presenca de HVE, ndés encontramos que agueles pacientes que
possuiam HVE tinham uma relagdo MMP-9/TIMP-1 diminuida. De maneira similar
aos nossos achados, estudo encontrou que o0s niveis de TIMP-1 estavam
aumentados em pacientes com HVE comparados com aqueles sem HVE, sendo que
TIMP-1 foi associado a disfuncdo diastolica (148). Adicionalmente, em nosso
trabalho encontramos que os niveis de MMP-9 e a relagdo MMP-9/TIMP-1 foram
positivamente correlacionados com o diametro do ventriculo esquerdo no grupo
HAR, indicando que neste grupo de pacientes, que ja tem um dano cardiaco, a
maior atividade MMP-9 deve estar envolvida a um remodelamento cardiaco mais

grave ou transicado para dilatacdo do VE. De acordo com essa possivel explicacéo,
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em pacientes com insuficiéncia cardiaca- que possuiam dilatacéo cardiaca- os niveis
de MMP-9 estdo aumentados no miocardio comparados com os controles, refletindo
0 processo de ruptura da matriz (149). Por fim, a razdo MMP-9/TIMP-1 foi
positivamente associada com IMVE no grupo HAR, ou seja, quanto maior atividade
global de MMP-9, maior a hipertrofia cardiaca. Da mesma maneira, a relagdo entre
TIMP-1 e IMVE foi negativa; quanto menores os niveis de TIMP-1, maior a IMVE.

Em contrapartida, no grupo de HAS, as correlacfes tiveram padrdes opostos, 0s
niveis de TIMP-1 foram positivamente associados ao IMVE, a relacgdo MMP-9/TIMP-
1 e os niveis de MMP-9 foram negativamente associados ao DDVE. Conjuntamente,
os achados deste estudo nos levaram a possivel explicagdo de que na hipertrofia
adaptativa, onde € necessario um remodelamento mais ativo para adaptar-se as
mudancas na PA, a razdo MMP-9/TIMP-1 é maior. Nesta fase, ocorre aumento do
massa cardiaco devido a hipertrofia dos cardiomiocitos e consequente diminui¢cdo da
camera ventricular. De acordo, em pacientes HAS, a relaggo MMP-9/TIMP-1 foi
negativamente relacionada ao DDVE, indicando a relacdo da maior atividade da
MMP-9 com a diminuicdo da camara do VE, que é esperado na hipertrofia
adaptativa. Resumindo, nossos resultados sugerem que a progressdo da
hipertensdo é acompanhada com a modulacao transitéria da MMP-9 e seu inibidor
TIMP-1 concomitantemente com a progressdo da doenca cardiaca. Em nosso
estudo ndo encontramos evidéncias da relacdo entre MMP-9 e TIMP-1 com os
parametros de funcdo cardiaca. A falta de correlacdo pode ser devido ao fato que
ndo incluimos pacientes com fracdo de ejecdo fora dos padrdes considerados
normais.

Ademais, é importante ressaltar que o TIMP-1 também tem outras atividades
independentes da acao inibitéria da MMP-9 (71). Por exemplo, a super expressao de
TIMP-1 em fibroblastos cardiacos estimula sua diferenciacdo em miofibroblastos e
producdo de colageno (72, 150). Esses efeitos ndo sdo observados com o uso de
inibidor de MMP, sugerindo que € uma acdo independente de MMP (151). Em
adicdo, as altas concentragcfes de TIMP-1 foram associadas a HVE (148), incidéncia
de hipertensdo (152) e ocorréncia de eventos cardiovasculares apos infarto do
miocardio (76), sendo o TIMP-1 sugerido como biomarcador para fibrose do
miocardio (74), e considerado preditor para disfuncdo ventricular (153) e morte

cardiovascular (125).
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Por fim, avaliamos trés polimorfismos no gene da MMP-9 (-1562C>T, R279Q e
Q668R), mas ndo encontramos diferencas das frequéncias genotipicas ou alélicas
entre 0os grupos estudados. Estudos sugeriram que o alelo T do polimorfismo -
1562C>T pode ser utilizado como marcador de risco cardiovascular (154, 155) e foi
associado com presenca de hipertensdo essencial (104) e hipertensao arterial
sistdlica isolada (156). Entretanto, o alelo T ndo foi associado com a presenca de
HAR no nosso estudo. Outros autores também n&do encontraram associacdo entre
este polimorfismo e hipertensdo (101, 157). Além disso, entre os polimorfismos
avaliados, pacientes HAR que possuiam o alelo G (ou R) do R279Q tiveram menor
PAD que os homozigotos AA. Mas essa relacdo ndo permaneceu significativa apos
ajuste para outra varidveis como idade, raca, presenca de diabetes e IMC em
regressao logistica. Outro estudo mostrou que o polimorfismo R279Q ndo esta
relacionado ao risco de hipertensédo (101). Enquanto nossos resultados sugeriram
que a presenca do alelo A poderia estar associado com maiores niveis de PAD,
pacientes com angina estavel que carregavam o alelo G tiveram menor risco que 0s
homozigotos AA (154). Também, outro grande estudo que mostrou que sujeitos
portadores do alelo G tinham menor risco para AVC (106).

Em anadlises adicionais, ndo observamos efeito dos genétipos da MMP-9 na
prevaléncia de rigidez arterial ou HVE, mesmo quando os grupos foram combinados.
Em contrapartida, pacientes com doenca coronariana que eram portadores do alelo
T possuiram maior rigidez em comparagdo com homozigotos CC (158). De maneira
similar, a VOP, PAS e os niveis de MMP-9 foram maiores em hipertensos nunca
tratados portadores do alelo T (159). A falta de associagcdo em nosso estudo pode
ser devido ao dano vascular causado pelo longo periodo de hipertensdo, e como
discutido anteriormente, a influéncia da idade sobre a rigidez arterial. Além disso,
nenhuma associacdo foi encontrada entre os gendtipos e a presenca de HVE.
Interessantemente, estudo prévio mostrou que o haplotipo “T, H, Q" composto pelos
polimorfismos: “-1562C>T (rs3918242), —90 (CA)14-24(rs2234681) e R279Q
(rs17576)” foi associado a IMVE em pacientes hipertensos (101). Os mesmos
autores demonstraram que o polimorfismo - 90(CA)14-24 esta relacionado a
hipertensdo, mas ndo os polimorfismos -1562C>T e R279Q. Assim, supomos que a
relacdo entre IMVE e o haplétipo da MMP-9 seja devido & adi¢cdo do polimorfismo
- 90(CA)14-24, que nao foi avaliado no presente estudo. Em nosso trabalho,

encontramos 6 haplotipos que tiveram frequéncia similares entre HAS e HAR. Estes
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hapl6tipos ndo afetaram os niveis de MMP-9 ou as caracteristicas clinicas dos
grupos estudados.

Né6s avaliamos se o0s polimorfismos da MMP-9 interferiam em suas
concentracbes plasmaticas, mas nenhuma diferenca foi encontrada entre os
genodtipos em ambos 0s grupos, mesmos quando estes foram agregados. Outros
autores também ndo encontraram associacao entre o polimorfismo -1562C>T e a
atividade ou concentracdo de MMP-9 em individuos saudaveis (160-162) ou
pacientes com pré-eclampsia (163). Por outro lado, o alelo T foi relacionado a
maiores niveis de MMP-9 em individuos com sindrome metabdlica (164), criancas
obesas (165) e pacientes com doenca coronariana (166). Na populagéo tailandesa,
os polimorfismos -1562C>T e Q668R, que estavam em desequilibrio de ligacao,
afetaram os niveis de MMP-9, (167), mas 0s mesmos autores mostraram que
importantes fatores influenciam nas contracdes de MMP-9 como idade, glicemia e
proteina C reativa (20). Essas caracteristicas sdo inerentes da nossa populacdo de
estudo, os quais eram em sua maioria idosos, tinham altos niveis de PCR (<2.0
mg/L) e glicemia. Portanto, consideramos a possibilidade que diante dos diversos
fatores que afetam os niveis de MMP-9, se houver algum efeito destes polimorfismos
este seria muito pequeno e nao foi detectado no presente estudo.

Nosso estudo apresenta limitagGes, dentre elas: (1) o tamanho amostral foi
relativamente pequeno, mas analise estatistica mostrou que tinhamos poder
suficiente para o objetivo primario; (2) os pacientes estavam sob o uso de multiplas
medicacdes que podem interferir nos niveis de MMP-9 e TIMP-1 ou ocultar o efeito

genético (3) nosso estudo caso-controle ndo estava pareado para idade.
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6. CONCLUSAO

Nesse estudo encontramos que pacientes hipertensos resistentes tém maiores
concentracdes plasmaticas de TIMP-1, menores niveis de MMP-9 e menor razao
MMP-9/TIMP-1 quando comparados aos hipertensos nao resistentes. As
concentracdes de TIMP-1 foram positivamente correlacionadas com IMVE em
hipertensos de graus leve a moderado e a MMP-9 e a relacdo MMP-9/TIMP-1
inversamente correlacionados ao DDVE neste grupo. Ja nos pacientes HAR, os
niveis de TIMP-1 foram inversamente correlacionados com IMVE, enquanto a razao
MMP-9/TIMP-1 foi positivamente associada ao DDVE. Assim, a menor relagcéao de
MMP-9/TIMP-1 pode estar associada a um estagio mais avancado de
remodelamento do ventriculo esquerdo presente nos hipertensos resistentes.
Nossos resultados sugerem que o equilibrio entre MMP-9 e TIMP-1 varia de acordo
com a gravidade da hipertenséo e estdo associados com o remodelamento cardiaco
que acompanha a progressdo da doenca cardiaca. Além disso, nossos dados
demonstraram que os polimorfismos genéticos da MMP-9 (rs3918242, rs17576 e
rs17577) ndo estdo relacionados com o fendétipo de hipertensao resistente e lesdes
de 6rgdos-alvo e ndo afetam os niveis plasmaticos de MMP-9 nos hipertensos
estudados.
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morbidade & mortalidade s8o consequéncias da alta prevaléncia de lestes de drgdos-alvo, incluindo
hipertrofia ventricular esquerda e rigidez arterial nestes pacientes. A familia das metaloproteinases (MMPs)
& composta por enzimas que degradam proteinas da matriz extracelular e estio intimaments envolvidas no
remodelamente dos tecidos cardiaco & vascular nas lesdes de drgos-alve que acompanha as doengas
cardiovasculares, incluindo a hipertensao. Diversos estudos em modelos animais e em humanes maostraram
niveis aumentados das MMPs -2 e -9 na hipertensdo arterial. Miveis aumentados de MMP-9 foram descritos
como preditores de mortalidade cardiovascular, sendo ainda que esta enzima possui estreita relagdo com
mecanismos inflamatorios. Mo entanto, na hipertensdo resistente ndo ha estudos que demonstrem a
participag&o ou ndo de tais enzimas ou sua relagdo com lesbes de drgdos-alvo neste grupo de pacientes. O
objetive do presente estudo & avaliar a associagdo dos niveis e atividade das MMPs -2 & -9 e seus
inibidores, TIMP-1 e -2, bem como dos polimorfismos genéticos nestas duas enzimas com hipertrofia
ventricular esquerda, rigidez arterial, peril inflamatorio, bem como outros fendtipos associados a HAR e &
HA, incluindo presenga de apneia obstrutiva do sono e falha no controle da pressio arterial.
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Trata-se de estudo observacional do tipo transversal, que avaliara 130 pacientes portadores de hiperiensdo
arterial resistente verdadeira & 130 hipertensos classificados como hipertensos leves & moderados quanto a
participagdo das metaloproteinases da matriz extracelular(MMPs) e os inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMPs) em fatores fenotipicos relacionados & doenga. Também serfio realizados
estudos de associagdo entre esses pelimorfismos genéticos e seus niveis plasmaticos nos mesmos
pacientes.

A metodologia para realizagdo do estudo inclui a anamnese e os exames laboratoriais de rotina que serfo
realizados no HC-UMNICAMP. Serdo realizadas avaliagdes clinicas do paciente peles seguintes métodos:
medida da pressdo arterial por um medo ndc-invasive durante 20 minutos, ecocardiograma, monitoragdo
ambulatorial da pressao arterial (MAPA), polissonografia para avaliagdo de disturbios do sono e andlise de
sangue e urina. Og sujeitos de pesquiza deverdo comparecer em 2 ocagzides e em ambas sera realizada a
coleta de exames laboratoriais. A realizagdo da pelissonografia serd na propria residéncia do sujeito de

pesquisa por meio de aparelho portatil.

Objetive da Pesquisa:

1- Avaliar o= niveis plasmaticos e atividade da MMP-2 e da MMP-9, bem como de seus inibidores TIMP-1 &
TIMP-2 em pacientes hipertensos resigtentes e hipertenscs leves e moderados, bem como investigar se tais
niveis se correlacionam ou predizem os sequintes fendtipos: hiperirofia venfricular esquerda, rigidez arterial,
resisténcia farmacologica ao tratamento, dentre outras.

2- Determinar os gendtipos e hapldtipos dos polimorfismos genéticos para a MMP-2 e para a MMP-9 &

avaliar se ha relagdo com os fendtipos da doenga & com os niveis e atividades das MMPs plasmaticas.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

A pesguisa ndo envelve riscos para os pacientes, exceto o desconforto relacionade & pungdo venosa para
coleta das amostras de sangue. Os demais exames a serem realizados sao considerados ndo-invasivos.
MAo havera beneficios diretos para os sujeitos de pesquisza.

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto de pesquisa & relevante devido & importincia da condigdo representada pela hipertensao arterial
resistente. Esta bem elaborado & com referéncias atualizadas.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

A folha de rosto esta assinada pelo pesquisador responsavel e pelo responsavel pela instituigdo proponente
(HC-UMICAMP). O cronograma esta adequado e o orgamento contara com as fontes de financiamento
indicadas no projeto de pesquisa (FAPESP & CHPg). O termo de conszentimento livre e esclarecido esta
redigido de maneira adequada & com linguagem acessivel. O TCLE contem as opgdes previstas na

resolugdo 441/2011 CHNSIMS referentes & formagéo de banco de material
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bicldgico (biomepositdno).

Recomendagdes:

1. Lembramos que o TCLE deve ser elaborado em duas vias, sendo uma retida pelo sujeito da pesquisa ou
por seu representante legal & uma arquivada pelo pesquisador (resolugBo 196/96 CNSIMS, artigo V.2 "d™).
2. Se o TCLE tiver mais de uma pagina, o sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, e o
pesquizador responsavel deverdo rubricar todas as folhas desse documento, apondo suas assinaturas na
ultima pagina do referido termo (Carta Circular no. 003/2011/CONERICNS).

3. No cromograma, cbservar gue o inicio do estudo somente podera ser realizado apos aprovagio pelo CEP,
conforme compromisse do pesquisador com a resolugdo 196/96 CNS/MS (artigo 1X.2 letra "a").

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

As sugestes de adequagdo do TCLE feitas foram aceitas. Nao existem outras pendéncias relacionadas ao
projeto.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagdo da COMEP:

Mo

Consideragoes Finais a critério do CEP:

CAMPIMAS, 23 de Janeiro de 2013

Assinador por:
Carlos Eduardo Steiner
[Coordenador)
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8.2 ANEXO B: Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

TCLE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Polimorfismos genéticos das metaloproteinases da matriz extracelular na

hipertensao resistente

Desenho do estudo e objetivo: O estudo avaliara algumas substancias
produzidas pelo nosso organismo relacionadas & inflamacao e a lesdo nos vasos,
rim e coracdo em pacientes com hipertens@o arterial. Os resultados deste
estudo podem contribuir para que o controle da pressao resistente em algumas
pessoas seja possivel com o uso de determinados medicamentos, alem de
dietas e atividades fisicas. Se decidir participar neste estudo, suas medicacdes
para a hipertensdo ndo serdo modificadas, exceto se houver algum motivo
médico para isso. Serdo realizadas avaliacdes clinicas do paciente pelos
seguintes métodos: medida da pressdo arterial por um modo nde invasivo (monitor
de pressdo arterial colocado em um dedo da mao) durante 20 minutos,
ecocardiograma, monitoracdo ambulatorial da pressdo arterial (MAPA),
polissonografia para avaliacdo de disturbios do sono e analise de sangue e urina
coletados para avaliar a funcédo dos rins e do coracdo. Conforme indicacdo medica,
também podem necessarios outros exames de sangue e urina, eletrocardiograma,
ja bem estabelecidos na rotina de atendimento a pacientes com hipertenséo
arterial resistente.



Atencdo: O presente estudo ndo € um ensaio farmacoldgico (teste de
medicamentos novos). Todos os exames a serem realizados ndo causam dor ou
outros efeitos ruins ao organismo. No entanto, precisaremos de coletas de
amostras de sangue (02 colheres de sopa em cada vez), coletado da veia do
braco, em duas visitas diferentes.

O estudo sera realizado pelo grupo de profissionais do Laboratério de
Farmacologia Cardiovascular, no Ambulatério de Hipertensdo Resistente do HC-
UNICAMP.

Enquanto participando deste estudo, vocé nao deve tomar parte em outro
projeto de pesquisa sem a aprovacdo dos pesquisadores envelvidos nos estudos.
Isso visa protegé-lo de possiveis problemas para sua saude causados, por
exemplo, interacdo de remédios usados em pesquisas simultaneas. Todos os tipos
de tratamento ou diagnéstico medico, experimentais ou ndo, envelvem algum risco
de prejuizo a saude. Apesar de todas as precaucdes, complicacdes podem ocorrer
decorrentes de sua participacdc no estudo. Nesse caso, vocé sera encaminhado
para assisténcia médica no proprio hospital.

Responsavel pela condugéo da pesquisa: Prof. Dr. Heitor Moreno Jr.
Nome do paciente:

CPF: RG: n°® HC:

Local: Data:
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Se vocé esta gravida ou tem intenc3o de engravidar, vocé n3o podera
participar deste estudo.Por outro lado, se vocé ndo tem intenc3o de engravidar e
esta em fase de reproducdo, deve estar sob uso de metodo contraceptivo
comprovadamente eficaz.

Meste estudo, serdo necessanas 2 visitas. Na pnmeira visita sera coletada
uma amostra de sangue (02 colheres de sopa) coletada da veia do bragco, uma
amostra de urina (50mL) e o paciente devera trazer de casa a unna coletada
durante 24 horas do dia anternior. Essas amostras, tanto de sangue, quanto de
urina serao utilizadas para realizacio de exames de rotina de nosso ambulatono.

Em uma segunda visita sera coletada outra amostra de sangue (tambem 02
colheres de sopa) da veia do braco, para estudarmos as enzimas e biomarcadores
inflamatonos (substincias importantes em nosso corpo). Neste mesmo dia, a
ngidez de seus vasos sanguineos sera estudada colocando-se um instrumento
semelhante a uma caneta, chamado fransdutor, sobre vasos de seu brago, do
pesco¢o e da vinlha por cerca de até 5 minutos em cada regido. Encerrado isso,
em seguida, seu coracdo sera observado através de um exame de imagem
chamado ecocardiograma, um exame também ndo invasivo, onde através de outro
transdutor & possivel o médico observar o funcionamento do coragao.

Dwurante o periodo destes testes de ate 4 horas vocé ficara detado no leito
com um dos bragos confortavelmente apoiado em um suporte de espuma. Um
aparelho de press3o sera colocado no seu outro brago para medidas da pressao
arterial. Para estes testes, ndo sdo utilizadas medicacdes de qualquer ordem, os
mesmos n3o causam dores e n3o colocam a sua saude em nsco. Pode haver
desconforto nas costas pela necessidade de que permaneca deitado por 4 horas
ou formigamento no dedo medio em que sera colocado o manguito. Ocorrendo
essas manifestacdes ou por outras razdes, voce, se desejar, pode solicitar que os
testes sejam interrompidos imediatamente, e vocé sera dispensado do estudo.

Ma ultima etapa do estudo, sera marcada uma data para realizacdo da
polissonografia, que sera na propria residéncia do paciente. A equipe profissional
ra ate a casa e instalara um aparelho que avaliara o sono e possivels
perturbagtes enquanto o paciente dorme, como ronco e falta de ar.

Apos o estudo, o sangue coletado sera armazenado, podendo ser utilizado
para outras pesquisas. Porém, se vocé decidir, pode recusar o armazenamento do
seu matenal biologico para este estudo e estudos postenores, e este matenal
biologico sera descartado.

Caso ocorra a identificacdo de qualquer alteracdo que comprometa a sua
saude, voceé sera devidamente informado, aconselhado e encaminhado para
assisténcia médica no préprio hospital que conta com equipamentos necessarios e
profissionais qualificados para atende-lo.

Responsavel pela condugao da pesquisa: Prof. Dr. Heitor Moreno Jr.
Nome do paciente:

CPF: RG: n® HC:

Local: Data:
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Qualquer dado que possa ser publicado posternormente em revistas
cientificas, ndo revelara a sua identidade, entretanto, orgdos govemamentais
ligados a saude podem solicitar informactes a respeifo da pesquisa e da
identidade dos voluntarios envolvidos nela.

Os voluntanos participantes deste estudo receberdo a quantia de R$ 50,00
(tninta reais) a titulo de ressarcimento de gastos com transportes e alimentacdo no
dia da execucdo do estudo.

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

Qualquer questio a respeito do estudo ou de sua sadde deve ser dingida ao
Prof. Dr. Hetor Moreno Junior (Telefone: (19) 35219538) e para dendncias efou
reclamacfes entrar em contato com Comité de Etica e Pesquisa da Unicamp
(Telefone: (19) 35218936 ou 3521718T7).

Aceito que a minha amostra de sangue seja armazenada para pesquisas futuras:

s ]

Abaixo, vocé encontrard os direitos que |he s3o assequrados ao cooperar com
este estudo:

1. Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos
profissionais responsaveis pela pesqmsa para esclarecimento de eventuais
davidas. O investigador principal € o Prof. Dr. Heitor Moreno Jr. que pode ser
encontrado no enderegco Rua Tessalia Vieirra de Camargo, 126 - Laboratorio de
Farmacologia Cardiovascular; Telefone: 3521-9538/3521-7283. Se voce tiver
alguma consideragdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Setor de Farmacologia Cardiovascular e Hipertensido Refratana do Hospital das
Clinicas.

2. Este estudo ndo sera iniciado enquanto néo for avaliado e aprovado pelo Comité
de Etica Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp.

3. E garantida a liberdade da retirada de seu consentimento para participar do
estudo a qualquer momento, ou seja, vocé pode deixar de participar do estudo,
sem qualquer prejuizo 3 continuidade de seu tratamento na Instituicdo;

Responsavel pela condugio da pesquisa: Prof. Dr. Heitor Moreno Jr.
Nome do paciente:

CPF: RG: n® HC:

Local: Data:
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