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RESUMO

A hipertensao arterial sistémica (HAS) é caracterizada por uma persistente elevacao
dos niveis pressoricos arteriais para valores acima de 140 por 90 mmHg. Apresenta-
se como uma doenga crbnico-degenerativa, multifatorial, comprometendo os
sistemas vasodilatadores e vasoconstrictores. Tem como marcador hemodinamico
primario, o aumento persistente da resisténcia vascular periférica. Associa-se
frequentemente a alteracGes funcionais e/ou estruturais dos 6rgaos-alvo. Inquéritos
populacionais em cidades brasileiras apontaram nos dudltimos 20 anos, uma
prevaléncia de HAS acima de 30%. Supera outros fatores de risco cardiovasculares,
tais como, tabagismo, hipercolesterolemia e obesidade. A PA elevada é o principal
fator de risco unico a nivel mundial, sendo responsavel por 9 milhées de mortes
anuais. Alguns estudos reforcam o0 conceito de que esta doenca tem base
imunolégica. O sistema imune representa um sistema eficaz de defesa contra
microrganismos ou contra a transformacdo maligna de células. No inicio de 2000,
uma série de investigacdes mostram que o fator de transcricdo nuclear kappa B
(NFk- B) e espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo determinantes primordiais na
lesdo de 6rgaos-alvo induzida por angiotensina (ANG) Il. A ANG Il exerce diversas
acOes gque contribuem para o dano vascular, modulando a libertacdo de citocinas e
fatores de transcricdo pro-inflamatorias, tais como NF-kB. Os processos
inflamatérios e apoptéticos podem induzir alteragbes na funcdo cardiaca, na
resisténcia vascular periférica, nos mecanismos de controle renal de eletrélitos e no
volume plasmatico. As moléculas inflamatoérias e certas citocinas, sdo preditivos de
eventos cardiovasculares futuros. Neste estudo, quantificou-se pelo método de
ensaio imunoenzimatico ELISA, os niveis séricos dos mediadores inflamatorios IL-
1B, IL-4, IL-12, IL-15, TNFRI, TNFRIl e TRAIL em 24 pacientes com HE e 25
controles. Nenhum  apresentou diabetes, tabagismo, obesidade ou
hipercolesterolemia. As citocinas e os receptores sollveis do TNF-a ndo mostraram
diferencas significativas entre o grupo hipertenso e o controle. Estes dados sugerem

gue os mediadores analisados ndo participam da génese da hipertenséo essencial.

Palavras-chave: Hipertensdo essencial, inflamag&o, mediadores inflamatorios.



ABSTRACT

Systemic hypertension (SH) is characterized by a persistently elevated blood
pressure levels to values above 140 by 90 mmHg. It presents as a chronic
degenerative disease, multifactorial, compromising the vasodilator and
vasoconstrictor systems. Its primary hemodynamic marker is the persistent increase
in peripheral vascular resistance. Is frequently associated with functional and/or
structural changes in target organs. In the last 20 years, population surveys in
Brazilian cities showed the prevalence of hypertension above 30%. Outperforms
other cardiovascular risk factors such as smoking, hypercholesterolemia and obesity.
The high BP is the main factor of risk worldwide, accounting for 9 million deaths.
Some studies support the concept that this disease has immunological basis. The
immune system (SI) is an effective system of defense against microorganisms or
against the malignant transformation of cells. In early 2000, a series of investigations
showing that the nuclear transcription factor kappa B (NF-kB) and reactive oxygen
species are paramount in determining lesion of target organs induced by angiotensin
II. The ANG Il exerts various actions that contribute to vascular damage, modulating
the release of cytokines and pro-inflammatory transcription factors such as NF-kB.
The inflammatory and apoptotic processes can induce changes in cardiac function, in
the peripheral vascular resistance, in the mechanisms of the kidneys and in plasma
volume. The inflammatory molecules and certain cytokines are predictive for future
cardiovascular events. In this study we quantified, by enzyme immune assay, the
serum levels of inflammatory mediators and TNR receptor family (IL-1(3, IL-4, IL-12,
IL-15, TNFRI, TNFRIl and TRAIL) in 24 patients with SAH and 25 controls. Risk
factors such as diabetes, smoking, obesity and hypercholesterolemia were criteria of
exclusion. Cytokines and soluble TNF-a receptors showed no significant differences
between the hypertensive group and controls. These data suggest that the analyzed
mediators do not participate in the genesis in the onset essential hypertension.

Keywords: Essential hypertension, inflammation, inflammatory mediators.
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1 INTRODUCAO

1.2 HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

A hipertensdo arterial sistémica (HAS), caracterizada por niveis elevados e
sustentados da pressao arterial (PA), apresenta-se como uma doenca cronico-
degenerativa, multifatorial, na maioria das vezes assintomatica, de evolucéo lenta e
progressiva, comprometendo os sistemas vasodilatadores e vasoconstrictores.
Associa-se frequentemente a alteragdes funcionais e/ou estruturais dos chamados
orgaos-alvo, como o coracdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos. Tem como
marcador hemodindmico primario, o aumento persistente da resisténcia vascular
periférica (LENFANT et al., 2003; SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA,
2006; MALTA et al., 2009; WILLIAMS, 2010).

A PA elevada apresenta uma relacdo direta na incidéncia de varios eventos
cardiovasculares, entre esses, acidente vascular encefalico (AVE), infarto agudo do
miocardio (IAM), morte subita, insuficiéncia cardiaca congestiva, doenca arterial
periférica, e doenca renal terminal. Representa um fator de risco para IAM, AVE e
insuficiéncia cardiaca (LENFANT et al., 2003). De acordo com a Sociedade
Brasileira de Cardiologia, a HAS est4 associada a 54% dos casos de AVE e 47%
dos casos de doencas isquémicas do miocardio (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2010).

Inquéritos populacionais em cidades brasileiras apontaram nos ultimos 20 anos, uma
prevaléncia de HAS acima de 30% (CESARINO, 2008; ROSARIO et al., 2009). Varia
entre 22% e 44% para adultos, chegando acima de 50% para individuos entre 60 a
69 anos e 75% em idosos acima de 70 anos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2010). A HAS surge como um grave problema de saude publica,
sendo um fator de risco de alta prevaléncia. No Brasil, as doencas cardiovasculares
respondem como uma das principais causas de internagcdes hospitalares e cerca de
um terco dos 6bitos (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

A HAS ocorre em todas as idades e grupos étnicos. Gera profundo impacto na
morbimortalidade dos individuos em populagbes mundialmente definidas
(LEWINGTON et al. 2002; BRITTON; GAZIANO; DJOUSSE, 2009; KALAITZIDIS;
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BAKRIS, 2010). Na andlise de risco de morbimortalidade unificada, a Organizagédo
Mundial de Saude (OMS) identificou a HAS como a principal causa de morte,
onde pelo menos, 600 milhdes de pessoas sao hipertensas mundialmente. Supera
outros fatores de risco cardiovasculares, tais como, tabagismo, hipercolesterolemia e
obesidade (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013).

Por duas décadas tem sido realizado um estudo abrangente de carga de doenca
global para quantificar a perda de saude decorrente de doencas, lesbes e fatores de
risco. Um esforgo colaborativo com pesquisadores de cinquenta paises na intencao
de criar um bem publico global. Por uma avaliagdo comparativa de risco, o estudo
incorpora tanto a prevaléncia de um determinado fator de risco quanto o dano
relativo causado por ele. Na ultima avaliacdo do Global Burden of Disease Study,
publicado em The Lancet em dezembro de 2012, concluiu-se que a PA elevada € o
principal fator de risco Gnico a nivel mundial, sendo responsavel por 9 milhdes
mortes (LANCET et al., 2014).

A OMS evidencia no grupo das doencas crénicas ndo transmissiveis (DCNT), as
cerebrovasculares, cardiovasculares, renovasculares, neoplasias, as respiratérias e
o diabetes mellitus. Caracteristicamente sao de longa duragédo e progressao lenta,
afetam paises de baixa e média renda salarial, onde ocorrem aproximadamente 36
milhdes de mortes por ano. As doencas cardiovasculares sédo responsaveis pela
maioria das mortes por DCNT sendo 17,3 milh6es de Obitos por ano
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013). O principal fator de risco no rol das
DCNT ¢é a elevada PA, a qual 16,5% das mortes no mundo sdo atribuidas (LIM et al.,
2010).

No contexto das DCNT, a HAS é caracterizada por uma persistente elevacdo dos
niveis pressoricos arteriais para valores acima de 140/90 mmHg. Com base nas
evidéncias de ensaios clinicos randomizados, pacientes com estes valores tem
indicacdo de tratamento, tendo em vista a reducdo da PA (LURBE et al., 2009). No
entanto, 14 estudos populacionais brasileiros realizados nos ultimos quinze anos
com 14.783 individuos hipertensos, revelaram (19,6%) baixos niveis de controle da
PA (JARDIM, 2007; ROSARIO et al., 2009).
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1.2.1 FISIOPATOLOGIA, DIAGNOSTICO E CONTROLE

As modificagcdes no estilo de vida ao longo dos anos, e alteracées no perfil de
morbimortalidade da populacdo mundial evidenciam o aumento da doenca arterial
coronariana (DAC), considerada um dos maiores desafios da saude publica, com

todas as implicacdes econémicas e sociais (BASTOS et al., 2009).

A presséao, definida como forca por unidade de area, é uma entidade fisica. A PA,
portanto, depende de fatores fisicos, como o volume sanguineo e a capacitancia da
circulacdo. E um atributo basico para o bom funcionamento do sistema circulatério a
manutencdo da PA em patamares satisfatorios e razoavelmente constantes. E
essencial para a homeostase e sobrevivéncia do organismo, especialmente para
perfundir, consequentemente, nutrir e oxigenar os tecidos, sem lesa-los. A PA
sistémica € resultante da combinacdo instantdnea do débito cardiaco (frequéncia
cardiaca x volume sistdlico) e da resisténcia vascular periférica, sendo estes
parametros determinantes primarios, modulados por diversos mecanismos. Alguns
desses mecanismos homeostaticos mais estudados sdo o0 sistema nervoso
autonbmico (SNA), o sistema renina-angiotensina-aldosterona e o sistema L-
arginina-enzima o6xido nitrico sintetase endotelial (eNOS), dentre outros (BEEVERS
et al., 2001).

A PA é determinada pelo tdnus do sistema nervoso simpético (SNS) e do sistema
nervoso parassimpatico (SNP). Modifica-se acentuadamente, numa faixa estreita de
variacdo, devido a interacdo de complexos mecanismos que mantém a pressao
dentro da normalidade. (CONWAY et al., 1984). Estudos utilizando medidas de PA
continuas tém documentado que as leituras realizadas em qualquer dia podem ser
marcadas, em que a PA diminui durante o sono, condizente com a diminuicdo do
tonus simpatico. (BEVAN; HONOUR; STOTT, 1969; RICHARDSON et al., 1964).

Embora ndo seja marcada a labilidade do normotenso, a maioria das autoridades no
assunto definiu a HAS como a pressao arterial sistélica (PAS) =2 140 mmHg ou
pressao arterial diastdlica (PAD) = 90 mmHg (FEIG, JOHNSON, 2003). Na pratica,
0S respectivos valores sao universalmente utilizados, tanto para simplificar a
abordagem diagndstica quanto para facilitar a decisédo terapéutica (LURBE et al.,
2009).



15

A afericdo da PA durante a consulta médica tem sido a chave para o diagndstico e
tratamento da HAS. Esta medida requer a aplicagdo de um método preciso em
medidas de consultério, validado por medidas repetidas, em condi¢des ideais, em,
pelo menos, trés ocasifes. Na maioria das consultas, realiza-se uma medida isolada
gue pode nao ser representativa, do real valor da PA do paciente (O'BRIEN et al.,
2003). Pequenos desvios de 5-10 mmHg sdo comuns quando o ambiente, a atitude
do profissional ou paciente sofrem pequenas variagoes, influenciando na medicao da
PA. Esse valor superestimando pode levar a um tratamento medicamentoso
inadequado, com consequente exposicdo aos efeitos colaterais, e custos
desnecessarios (JONES et al., 2003).

Na vigéncia de minimizar diagnosticos errdbneos da HAS, “ha a necessidade de
obtencdo de medidas da PA por meio de outros métodos capazes de abstrair esses
erros e criar condicdes que propiciem uma medida de presséo arterial que reflita,
com seguranca e fidelidade, o seu real comportamento” (V Diretrizes de
Monitorizacdo Ambulatorial da Pressdo Arterial (MAPA) e Il Diretrizes de
Monitorizacdo Residencial da Pressao Arterial (MRPA), 2011, p.1). A monitorizagao
ambulatorial da presséo arterial (MAPA) €, portanto, uma ferramenta diagnostica e
terapéutica util, que utilizada durante 24 horas torna possivel a realizacdo de varias
medidas da PA durante a atividade diaria de um individuo. No melhor cenério
possivel, a PA medida durante a consulta € a média de 2 a 3 medic¢des, enquanto 0s
protocolos habituais da MAPA, constam com valores médios de 60 a 70 medidas,
além de informacfes adicionais sobre o padrdo circadiano, elevacdo da PA ao
acordar, variacbes de pressdo durante 24 horas, sua relacdo com a medicacéo,
carga de tensao, evolucdo da frequéncia cardiaca. A reprodutibilidade dos valores
de PA obtidos pela MAPA é maior do que os obtidos durante a consulta, e apresenta
melhor correlacdo com lesBes de oOrgdos-alvo do que a medicdo clinica isolada
(BAKRIS et al., 2000).
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1.3 SISTEMA IMUNE NA HIPERTENSAO ESSENCIAL

O sistema imune (SI) é caracterizado biologicamente pela capacidade de reconhecer
determinados antigenos ou estruturas moleculares e desenvolver resposta efetora
guando estimulado. Esse fato provoca a destruicdo ou inativacdo das estruturas nao
préprias, até mesmo substancias estranhas nao-infecciosas podem desencadear
uma resposta imunoldgica. Esse sistema constitui-se em uma complexa rede de
células e moléculas dispersas no organismo. Representa um sistema eficaz de
defesa contra microrganismos ou contra a transformacdo maligna de células. Esta
capacidade de defesa do Sl se fundamenta na ativacao das células efetoras - que
incluem os linfocitos e as células apresentadoras de antigenos (APCs) ou acessorias
- e na producédo de anticorpos. A geracao inadequada destas respostas efetoras
produz efeitos deletérios para o organismo, provocando reacfes inflamatoérias e
dano organico em maior ou menor intensidade (PRIETO et al., 1997a; PRIETO et al.,
1997b).

A inflamacdo, sendo um mecanismo de defesa do Sl, € um processo bioldgico
complexo mediado por citocinas, quimiocinas e moléculas de adeséo intercelular
gue envolve componente vasculares, celulares e uma diversidade de substancias
sollveis que podem implicar no desenvolvimento e manutencdo da HAS, tanto em
pacientes, quanto em modelos experimentais hipertensos dependentes de
angiotensina (HARRISON et al., 2011; BUTCHI et al., 2008). A HAS tem grande
incidéncia na populagdo mundial, porém, a sua causa, na maioria dos adultos é
desconhecida. Alguns estudos reforcam o conceito de que esta doenca tem base
imunologica (HARRISON et al., 2011).

O conceito de que o Sl contribui para a HAS teve sua génese na década de 1960,
guando Grollman e colaboradores (OKUDA; GROLLMAN, 1967; SVENDSEN, 1976)
demonstraram que a transferéncia de linfocitos a partir de ratos espontaneamente
hipertensos — “Spontaneously Hypertensive Rats” - SHR), induzia infarto renal em
animais previamente normotensos. Posteriormente, Svenson e colaboradores
descobriram que a HAS nao foi mantida em ratos timectomizados com infarto renal
(SVENDSEN, 1976). Na década de 1980, Ba e colaboradores verificaram que o
transplante de timo de um rato Wistar-Kyoto (WKY) para um SHR resultou na
diminuicdo da PA em SHR (BA D et al., 1982). Houve também reducdo da PA em
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SHRs tratados com soro anti-timocitos ou com um farmaco imunossupressor, a
ciclofosfamida (BENDICH; BELISLE; STRAUSSER, 1981; DZIELAK, 1991).
Rodruiguez-lturbe e colaboradores constataram imunossupressdo em hipertensos
induzidos pelo uso de Micofenolato de mofetil, cujo efeito foi revertido apos a infusao
de angiotensina Il (ANG II) (RODRIGUEZ-ITURBE et al., 2001).

No inicio de 2000, Muller e Luft (MULLER et al., 2000) realizaram uma série de
investigacdes mostrando que o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) e
espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo determinantes primordiais na lesdo de
orgaos-alvo induzida por ANG Il. O embasamento de estudos sobre a HAS, e
modelos experimentais SHR que desenvolvem a hipertensdo a medida que
envelhecem, sdo bem aceitos, e tém preparado o caminho para descobertas que
podem levar a maior compreensdo da importancia do Sl na hipertenséo essencial
(TROTT, HARRISON, 2014).

O uso de modelos experimentais tem contribuido expressivamente na busca de
esclarecimentos acerca da fisiopatologia da hipertensdo essencial (FAZAN et al.,
2001). Neste contexto, merece destaque o modelo de hipertensdo espontanea em
ratos - SHR. Desenvolvido originalmente a partir de endo-cruzamentos seletivos de
ratos da linhagem Wistar desde 1963 em Kyoto, no Japdo (OKAMOTO, AOKI,
1963). E 0 modelo genético de hipertensdo mais estudado na literatura pertinente.
Sua importancia tem sido creditada a similaridade da sua fisiopatogenia com a
hipertenséao essencial humana (LOSS, 2011).

Os SHR iniciam o desenvolvimento da hipertenséo essencial com aproximadamente
cinco semanas de idade, apresentando niveis tensionais hipertensivos entre a
sétima e a décima quinta semanas (YAMORI, 1994). Os mecanismos associados
aos niveis tensionais elevados sé&o decorrentes de uma consideravel elevacado na
resisténcia periférica total acompanhada de um débito cardiaco normal ou reduzido
e em alguns casos uma progressiva hipertrofia cardiaca (POTTS, MCKEOWN,
SHOUKAS, 1998; FAZAN et al., 2001). Um dos fatores de influéncia na elevacéo da

resisténcia periférica nos SHR é a hiperatividade simpéatica (JUDY et al., 1976).

Outra marcante caracteristica do modelo experimental de SHR é a acentuada
disfuncéo endotelial, principalmente pela deprimida vasodilatacdo dependente de
endotélio e reduzida biodisponibilidade do o6xido nitrico (NO). Decorre,
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provavelmente, do estresse oxidativo endotelial excessivamente elevado. A
disfuncdo endotelial observada no SHR, também estd diretamente implicada na
elevacdo da resisténcia periférica total e na lesdo crbnica de 6rgaos-alvo
(MCINTYRE; BOHR; DOMINICZAK, 1999; TOUYZ, 2004).

Em adicdo, mas, indiretamente associada a propria disfuncdo endotelial, uma
interessante caracteristica dos animais SHR é a rarefacdo microvascular, que resulta
em perda significativa de vasos arteriolares e capilares. (PREWITT, CHEN,
DOWELL, 1982; LE NOBLE et al., 1990; LE NOBLE et al., 1998, LEVY et al., 2001).

Esta rarefacdo microvascular foi demonstrada em pacientes hipertensos essenciais,
reforcando as similaridades entre os SHR e os humanos na hipertensdo essencial
humana (SULLIVAN, PREWITT, JOSEPHS, 1983; NOON et al., 1997).

1.3.1 SISTEMA IMUNE INATO E ADAPTATIVO

Comumente, bactérias, virus ou antigenos tumorais ativam o0s mecanismos de
defesa imunolégica (CRUVINEL, 2010). Classicamente o Sl € direcionado para dois
lados interdependentes a imunidade inata e adaptativa. A imunidade inata € a
primeira linha de defesa contra agentes patogénicos direcionando uma resposta
rapida e estereotipada. Reage a grande numero de estimulos e provoca o seu efeito
através de um numero limitado de mediadores (HARRISON, 2011). Essa defesa é

ampla e reage a um padrdo molecular associado a patdgenos.

Os principais componentes efetores deste sistema incluem células epiteliais,
fagdcitos profissionais (neutréfilos, macréfagos), células dendriticas (DCs), que séo
as APCs e as células natural killer (NK). Estdo integrados na resposta imune inata
também o sistema complemento e o0s receptores de reconhecimento de padrdes
moleculares, tais como os receptores do tipo Toll (TLRS) e receptores do tipo NOD
(NLRs). Outros componentes fundamentais sdo as ROS e espécies reativas de
nitrogénio (NOS). Os principais processos em que a imunidade inata exerce os seus
efeitos sdo a fagocitose, a ativacdo de proteinas do sistema de complemento, a
liberacdo de mediadores inflamatorios e a sintese de proteinas de fase aguda,
citocinas e quimiocinas (HARRISON, 2011).
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Em contraste com o Sl inato, o S| adaptativo € altamente especifico e protagonizado
pelos linfocitos T e B. Sdo aqui resumidos 0s aspectos classicos desta resposta. O
conceito tradicional sobre imunidade adaptativa € que as APCs reconhecem
antigenos em tecidos periféricos, tais como os de bactérias e virus, e processam em
peptideos curtos apresentados no complexo de histocompatibilidade principal
(MHC). A ativagdo dos linfocitos TCD4+, para que se tornem efetores, é
predominantemente mediada por DCs (VINAY; KWON, 2009). Além das DCs, outras
qgue efetivamente apresentam antigenos, incluem macréfagos ativados, células B e
as endoteliais ativadas, que particularmente sdo relevantes para a biologia
cardiovascular (POBER; KLUGER; SCHECHNER, 2001; GELIN et al., 2009).

As DCs sao uma ponte entre a imunidade inata e adaptativa por serem as principais
células apresentadoras de antigenos aos linfécitos TCD4+. Elas residem em tecidos
periféricos, como pele, figado e intestino, onde capturam antigenos e se tornam
ativadas, migrando para os linfonodos regionais, nos quais processam e apresentam
antigenos protéicos ou lipidicos (BANCHEREAU et al., 2000). Ao encontrar uma
célula T, cujo receptor (TCR) é capaz de reconhecer o peptideo antigénico via MHC
Il, ocorre a ativacdo. Como resultado da ligacdo do TCR e da co-estimulacéo, as
células T proliferam, produzem citocinas e alteram a expressdo dos receptores de
superficie que conduzem sua saida dos 6érgaos linféides secundarios, em migracao
para locais de inflamacédo periférica. As células TCD4+ auxiliares, também se ligam
as células B, promovendo a formacdo de anticorpos. Em contraste com as células
TCD4+, as células TCD8+, conhecidas como células T citotoxicas sdo ativadas,
produzem moléculas como a perforina e granzimas, que causam a morte de células
adjacentes invadidas por microorganismos. Tais como as células CD4*, células
CD8* também podem produzir citocinas que contribuem para diversos processos
patolégicos (HARRISON et al., 2011).

O envolvimento da inflamacdo na HAS é atribuido a diversos fatores como ANG I,
citocinas, aldosterona e alteragbes mecanicas, que estimulam enzimas como
NADPH oxidase (NOX) e NO sintase a produzir ROS e NOS. Por sua vez, ROS
ativam fatores de transcricdo, como por exemplo, o NF-kB, que modula a expressao
de moléculas de adesdo e quimiocinas as quais levam ao acumulo de células
inflamatorias nos tecidos. Essas células inflamatorias como as células T, macrofagos

e monocitos secretam citocinas, e podem liberar ROS, amplificando o ambiente
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inflamatério. Os receptores do tipo TLR sdo relevantes para doencgas
cardiovasculares, por causarem mudancas na sinalizacao celular. Como exemplo,
temos as lipoproteinas oxidadas, que compartiham semelhancas com algumas
proteinas da superficie bacteriana ativando TLR4, que por sua vez sinaliza uma
variedade de respostas inflamatodrias (CRUVINEL, 2010).

Os macrofagos tém a capacidade de secretar diversas citocinas, incluindo o fator de
necrose tumoral alfa (TNF)-a, que em ultima instancia, pode influenciar a inflamacgéo
vascular. Dependendo do seu fenotipo, o0os macrofagos liberam ROS,
metaloproteinases da matriz e citocinas que provocam danos teciduais, que por sua
vez induzem a remodelacdo vascular, vasoconstricdo e lesdo renal. O fator
estimulador de coldnias de mondcitos (M-CSF) funciona como fator quimiotatico de
mondcitos, regulador das funcdes efetoras de mondcitos maduros e macréfagos,
modulando a resposta inflamatéria pela estimulacdo da producdo de outras
citocinas, moléculas de adesédo e fatores de crescimento (STANLEY et al., 1983;
WANG et al. 1988).

Em um estudo, a deficiéncia nos macréfagos, resultado de uma mutacdo no gene M-
CSF, causa monocitopenia e formacdo de osso defeituoso (YOSHIDA et al., 1990;
WIKTOR-JEDRZEJCZAK et al., 1990; LIESCHKE et al., 1994). No entanto, continua
indeterminado se a reducdo no numero de macrdéfagos como resultado da mutacgéo
osteopetréfica confere alguma protecdo microvascular na HAS. Estes ratos podem
representar um bom modelo para entender melhor os mecanismos que levam a
lesdo vascular mediada pelo estresse oxidativo e inflamacdo na hipertensao
essencial associada a ativacdo do sistema renina-angiotensina (TOUYZ,
SCHIFFRIN, 2000).

A ANG Il exerce diversas ac¢des pleiotropicas que contribuem para o dano vascular
(TOUYZ, SCHIFFRIN, 2000), modulando a liberacdo de citocinas (SCHIEFFER et
al., 2000) e fatores de transcricdo pro-inflamatorios, como NF-kB (HERNANDEZ-
PRESA et al., 1997). Este regula a expressdo da molécula de adeséo vascular -1
(VCAM -1) e da molécula de adesao intercelular -1 (ICAM-1) (PUEYO et al., 2000).
Todos podem induzir inflamacdo dentro da parede vascular, deposicao de matriz
extracelular, além de hipertrofia e/ou hiperplasia de células do musculo liso vascular
(TOUYZ, SCHIFFRIN, 2000).
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Nesse cenario, ROS agem como moléculas de sinalizagdo modulando o ténus
vascular ocasionando mudancas estruturais na microcirculagéo, (TOUYZ, TABET,
SCHIFFRIN, 2003) bem como o desenvolvimento e progressao da aterosclerose.
(SCHIEFFER et al., 2000) A NOX é a principal produtora de ROS vascular expresso
em células endoteliais, células do musculo liso vascular, fibroblastos, mondcitos e
macréfagos (HERNANDEZ-PRESA et al., 1997, PUEYO et al.,, 2000). Agentes
humorais tais como a ANG Il ou endotelina-1, e mediadores inflamatérios, podem
modular a geragdo de superdxido basal (O 2 -), bem como a expresséo e atividade
da NOX (TOUYZ, TABET, SCHIFFRIN, 2003).

A perfuséo cronica de ANG Il aumenta a porcentagem de células T na circulacéo e
marcadores de ativacdo de células T efetoras. Os linfocitos T, componentes do
sistema imune adaptativo, também estdo diretamente implicados no
desenvolvimento da hipertensdo. Assim como muitos estimulos inflamatorios, a HAS
atua por meio de varios mecanismos para ativacdo das células T, como por
exemplo, aumento da expressao de moléculas de adeséo e quimiocinas nas células-
alvo para a entrada tecidual das células inflamatorias ativadas (TAKEDA, AKIRA,
2005; FISCHER, EHLERS, 2008).

1.3.2 MARCADORES INFLAMATORIOS NA HIPERTENSAO

Um mecanismo provavel através do qual o Sl pode contribuir para a HAS é através
da liberacéo de citocinas, as quais promovem a inflamacéo em varios 6rgaos-alvo de
controle da presséo sanguinea (HARRISON, VINH, LOB, MADHUR, 2010).

As citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares, hidrossoluveis,
variando entre 8 e 30 kDa, produzidas por diversos tipos de células. Ndo sendo
armazenadas como moléculas pré-formadas, atuam especialmente por mecanismos
pardcrino, autdcrino ou endocrinos podendo uma mesma citocina ser produzida por
varios tipos de células, assim como atuar em diferentes tecidos (LIN, CALVANO,
LOWRY, 2000; SOMMER, WHITE, 2010). Ac¢bGes semelhantes podem ser
desencadeadas por diferentes citocinas, muitas das vezes provocando um efeito
cascata (ZHANG, NA, 2007).
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Essas substancias se ligam a receptores especificos, ativando mensageiros
intracelulares que regulam a transcricdo génica. Dessa forma, as citocinas
influenciam a atividade, diferenciacdo, proliferacdo e sobrevida da célula
imunologica, podendo atuar como pré6 ou anti-inflamatérias de acordo com o
microambiente no qual estdo localizadas. S&do consideradas pré-inflamatérias, IL-1,
IL-2, IL-6, IL-7 e TNF. As anti-inflamatérias podem ser a IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-8
(CURFS, MEIS, HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997; SOMMER, WHITE, 2010).

Estudos que examinaram a parede vascular de SHRs, descobriram um aumento nos
niveis da expressdo de IL-6, IL-18 e TNF-a (SUN, GAO, TIAN, 2006). A IL-1B e a
ANG Il em conjunto, podem regular a atividade do SNS modulando a expresséo de
NO cerebral (YE, MOZAYENI, GAMBURD, ZHONG, 2000; CAMPESE CAMPESE,
SHAOHUA, ZHONG, 2002; BARBIERI ET AL., 2003). A IL-1 B também pode ser um
fator de risco adicional para a aterogénese em pacientes hipertensos (DALEKOS,
ELISAF, BAIRAKTARI, TSOLAS, SIAMOPOULOS, 1997).

A aterogénese € um processo patolégico causado pelo espessamento da parede
arterial devido a formacdo de placas aterosclerdticas e agregados inflamatérias
resultantes de lesdo endotelial. Alguns mecanismos envolvidos na aterogénese sao
a retencao de lipoproteinas, ativacdo de células endoteliais, proliferacdo de células
do musculo liso vascular, infiltracdo de macrofagos, lesdo proteolitica,
neovascularizacdo e apoptose. A aterosclerose deve ser considerada uma doenca
inflamatéria (ROSS, 1999), uma vez que as placas contém um nucleo lipidico
coberto por uma cobertura fibrosa. Alguns mecanismos envolvidos na aterogénese
relacionam-se a membros da familia TNF, como o TRAIL, e tém sido detectados em

placas ateroscleréticas humanas (SECCHIERO et al., 2005).

O TRAIL é uma molécula da superfamilia do TNF cuja ligacéo e ativagdo resultam
na inducdo de apoptose. Induz apoptose em tumores, células transformadas ou
células infectadas. Algumas evidéncias mostraram 0 envolvimento de TRAIL na
regulacédo de varios processos fisiopatologicos da imunidade inata e adaptativa nao
limitando-se a apoptose induzida em células transformadas. Estudos em
camundongos knockout para TRAIL demonstraram que estes sdo mais susceptiveis

a metastases tumorais, indicando a atuacédo de TRAIL na regulacédo imunologica e
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defesa do hospedeiro contra a génese e progressao tumoral (CRETNEY et al.,
2002; SEDGER, 2002)

A expressdo de TRAIL em células T durante a estimulacdo antigénica sugere que
este medeia a morte celular induzida pelo antigeno com capacidade para transduzir
um sinal apoptético. Essa transducédo ocorre apos ligacéo a receptores de superficie
especificos em células com dominios de morte intracitoplasmaticos. Estudos
identificaram a presenca de dois receptores de TRAIL com sinalizacdo diferentes,
que ndo possuem dominios de morte funcionais (BERK; FRANZBLAU; GOLDSTEIN,
1991; DEGLI-ESPOSTI et al.,, 1997; MACH et al., 1997). Estes receptores sao
amplamente expressos em todos os tipos de células inflamatérias e em varios
orgéos linféides e nao linféides (PAN et al., 1997; SCHULZE-OSTHOFF et al., 1998).

Estudos in vitro, mostraram que TRAIL reduziu significativamente a adeséao
leucocitaria em células endoteliais por regulacdo da expressado de quimiocinas CCL8
e CXCL10 (SECCHIERO et al., 2005). Estudos in vivo, demonstraram uma reducao
na extensdo da placa aterosclerética aértica, possivelmente por induzir a apoptose
de macréfagos (SECCHIERO et al., 2005), e de acordo com esta conclusao, Di
Bartolo e colaboradores relataram uma reducdo no acumulo de macréfagos em
placas aterosclerdticas de camundongos knockout para TRAIL (DI BARTOLO;
CHAN; BENNETT et al.,, 2011). Sendo assim, TRAIL pode ter potencial para
determinacao de valor preditivo em lesdes ateroscleréticas.

Outra citocina com potencial para imunorreatividade em placas ateroscleréticas € a
IL-15. Uma citocina pleiotrépica com ampla gama de func¢des bioldgicas sendo
produzida em varios tecidos (placenta, musculo esquelético, rim, pulmao e coracgéo)
e por células como mondcitos, macréfagos (GRABSTEIN et al., 1994) e numerosos
tipos celulares em varias condi¢des de estimulo (DOHERTY; SEDER; SHER, 1996;
BLAUVELT et al., 1996; JONULEIT et al., 1997; MURRAY; SIMM; BEAGLEY, 1998;
KAWAI et al., 1998; WEILER; ROGASHEV; EINBINDER, 1998).

Os primeiros tipos celulares a serem implicados como fonte relevante de IL-15 no
contexto de uma resposta imune sdo os da linhagem de monécitos e macréfagos
(CARSON et al., 1995; DOHERTY; SEDER; SHER, 1996) Outras APCs, tais como
DCs, mostraram-se produtoras de IL-15, RNAm e proteinas, sugerindo participacao
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na atracao e estimulacdo de células T (BLAUVELT et al., 1996; JONULEIT et al.,
1997).

Um aumento nos niveis séricos de IL-15 foram observados em pacientes com
doencas cardiovasculares. Estudos indicaram que a IL-15 é expressa por células
inflamatorias localizadas em placas ateroscleroéticas vulneraveis (HOUTKAMP et al.,
2001) e sua concentracdo sérica é significativamente maior em pacientes com DAC
ou doenca arterial periférica do que em pessoas saudaveis (KAIBE et al., 2005;
GOKKUSU et al., 2010). H& um aumento do risco de DAC relacionado a diferencas
nas variaveis genéticas de IL-15 e IL-15Ra, além da associagcdo com o tecido
adiposo visceral, especialmente o epicardico, um tecido adiposo visceral
metabolicamente ativo, circundante e infiltrado no miocardio e nos grandes vasos.
Sugerindo, assim uma relacdo entre DAC, obesidade e inflamacdo (VAN GAAL,;
MERTENS; DE BLOCK, 2006; FOX et al., 2007; DESPRES, 2012).

1.4 LESOES DE ORGAOS-ALVO

Os 6rgéaos-alvo na HAS sao coracédo, encéfalo, rins e vasos sanguineos (LENFANT
et al., 2003). Varios estudos sugerem que 0s mecanismos inflamatérios e
imunolégicos sdo cruciais no desenvolvimento e progressao de lesbes de 6rgaos-
alvo em pacientes hipertensos (NAVARRO-GONZALEZ, 2008). Os processos
inflamatoérios e apoptéticos podem induzir alteracdes na funcdo cardiaca, na
resisténcia vascular periférica, nos mecanismos de controle renal de eletrdlitos e no
volume plasmatico. Além disso, concentracdes de moléculas inflamatorias e certas
citocinas, sdo preditivos para eventos cardiovasculares futuros (VALGIMIGLI et al.,
2005).

Fatores comuns na HAS incluem a presenca da ANG Il e da aldosterona, das
citocinas e das alteracdes de forgcas mecéanicas, assim como, a elasticidade e a
tensdo de cisalhamento. Estimulam, portanto, fontes enzimaticas, tais como a NOX,
sintese de NO e mitocondria desacoplada para produzir ROS, que contribuem para
a génese da hipertensdo (HARRISON, GONGORA, 2009).

Evidéncias relatam que as respostas imunes, inata e adaptativa, contribuem para a

disfungdo vascular, tendo como reflexo o estado de inflamac&o endolelial
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(HARRISON et al., 2008). A inflamacéo endotelial reflete na HAS, pois interfere no
desenvolvimento e progressao da hipertensao, aterosclerose e outras condi¢des
associadas ao dano vascular. Os primeiros estudos foram realizados por Svendsen
(SVENDSEN et al., 1976).

No sistema nervoso central, ROS promovem o0 aumento da atividade simpatica,
podendo induzir vasoconstricdo. No rim, provocam retencdo de sodio e aumento do
volume sanguineo. Esses acontecimentos, podem simultaneamente causar HAS,
mas também contribuem para a reagdo inflamatéria sistémica, que continuaria a
elevar a PA sanguinea. A ativacdo de ROS e fatores pré-inflamatérios, tais como
fatores de transcricdo, fator de transcricdo nuclear eritroide relacionado ao fator 2
(Nrf2), NF-kB e Proteina ativadora 1 (AP1l) (SEN; PACKER, 1996; IMHOFF;
HANSEN, 2009) modulam a expressdo de genes e promovem a inflamacéo
(MORIUCHI, H., MORIUCHI, M., FAUCI, 1997; INNAMORATO et al., 2008). Estes
mediadores aumentam a permeabilidade endotelial pela lesdo oxidativa,
promovendo assim a entrada de lipoproteinas para o espaco subendotelial, onde
sdo oxidadas, com consequente inflamagcdo (SIMA; STANCU; SIMIONESCU,
2009). Macroéfagos e granulécitos liberam ROS, promovendo ainda nesse contexto,
um ambiente oxidativo adicional (GUZIK et al., 2007). Lipoproteinas oxidadas podem
interagir com receptores do tipo Toll, em particular TLR4, ampliando o processo
inflamat6rio e promovendo a doenca vascular (SIMA; STANCU; SIMIONESCU,
2009).

Na inflamacdo gerada pela HAS, encontramos elevados niveis de biomarcadores
como a interleucina 6 (IL-6), 10 (IL-10), 18 (IL-1B) e TNF-a relacionados a DAC.
Estes biomarcadores estdo envolvidos na rigidez arterial, um fator de risco
cardiovascular. Ainda, a elevacdo das concentracdes plasmaticas de IL-6 e TNF-a
foram correlacionadas com a rigidez arterial em pacientes hipertensos (MAHMUD;
FEELY, 2005).

Em 2008, Mauno e colaboradores num estudo longitudinal abordado em pacientes
normotensos, seguidos por 6,5 anos, a IL-1 foi associada a mudancas nos niveis
pressoricos e ocorréncia de HAS. (MAUNO; HANNU; ESKO, 2008). Por outro lado,
ha evidéncias que a IL-10, exerca protecdo vascular por sua agéo anti-inflamatoria.
Na auséncia de IL-10, a infusdo de ANG Il promoveu alteragdo na fungédo vascular
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(DIDION et al.,, 2009). A IL-10 inibe a liberacdo de mediadores inflamatoérios
realizada por macréfagos e mondcitos que impedem a secre¢do de citocinas pré
inflamatorias como IL-6, TNF-a e IL-13 (DE WAAL MALEFYT et al., 1991,
FIORENTINO, et al., 1991).

As células endoteliais influenciam a regulacdo do ténus vascular pela liberacao de
fatores vasodilatadores, tais como NO (IGNARRO, 1989), prostaciclina e o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (FELETOU; VANHOUTTE, 1988). Na
microcirculagdo do leito vascular (TADDEI et al., 1998), o relaxamento vascular da
microcirculacdo € dependente do endotélio (VANHOUTT, 1989), e a regulacao
negativa ou inibicdo da sintese da enzima 6xido nitrico sintetase endotelial (eNOS)
afeta esse processo (THUILLEZ; RICHARD, 2005) e contribui para o aumento da
resisténcia periférica e consequente aumento dos niveis pressoricos (GUZIK et al.,
2007).

A interacdo de eNOS com radicais O 2°~ promove a vasoconstriccao e elevacao da
PA (GRYGLEWSKI; PALMER; MONCADA, 1986). A maior parte da producédo de Oz"
na vasculatura origina-se pela acado da NOX expressa em células endoteliais, do
musculo liso vascular, fibroblastos, mondcitos e/ou macrofagos (LASSEGUE;
CLEMPUS, 2003). Podem ser ativados pela ANG Il através dos receptores AT1, que
consequentemente liberam O 2°- reagindo e inativando NO como fator adicional no
aumento da resisténcia vascular sistémica e elevacdo da PA sanguinea (BRANDES;
KREUZER, 2005). No rim ha um refor¢o na reabsor¢cdo de sodio renal, diminuindo a
excrecdo, o que aumenta o volume plasmatico e contribui para a HAS (WILCOX,
2005). Outro importante agonista da geracao de radicais de oxigénio vascular € o
TNF-a (DEKEULENAER et al., 1998), ativado pela NOX em células endoteliais
(CHEN et al., 2004).

A inflamacéo renal, seus companheiros constantes, estresse oxidativo e ativacéo
renal do sistema renina-angiotensina desempenham um papel critico no
comprometimento da relagdo pressdo-natriurese (WILCOX, 2005; VAZIRI;
RODRIGUEZ-ITURBE, 2006; TIAN et al., 2007; RODRIGUEZ-ITURBE, 2010).
Estas condi¢bes patogénicas, atuando em conjunto, causam doenca microvascular
das arteriolas aferentes e reducédo da rede capilar peritubular. H4 diminuicdo na

capacidade de difusdo impostas pelo acumulo de células, edema e eventual fibrose
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em areas tubulo-intersticiais do rim. Rarefacdo renal e perda de capilares
peritubulares tém sido demonstrado em seres humanos e modelos experimentais de
hipertensdo em SHR (BOHLE et al., 1996; JOHNSON et al., 1999; RAQY et al.,
2001).

A geracdo de ANG Il local, favorece a vasoconstricdo glomerular e regula
positivamente o feedback tubulo glomerular, mas induz, entretanto, a reabsorgéo
tubular de sodio proximal (NAVAR et al., 2002). A inflamacéo e a atividade local da
ANG Il em associagdo com a reducdo do nimero de capilares peritubulares, sdo
responsaveis pelo desenvolvimento de estresse oxidativo, que tende a aumentar
progressivamente, gerando forte impulso para a retencdo de sodio (MAKINO et al.,
2002; COWLEY, 2008). Além disso, a inflamacdo compromete a funcdo dos
receptores de dopamina D1, que estdo envolvidos na excrecdo de sodio e tém sido
implicados em seres humanos e modelos experimentais de hipertensdo sensivel ao
sal (ASGHAR; CHUG; LOKHANDWALA, 2009).

A resultante de danos microvasculares no rim ocorre pela imparidade da natriurese
pressorica, fundamental para a fisiopatologia do balanco de sodio renal
(RODRIGUEZ-ITURBE et al., 2007; JOHNSON et al., 2007). Como postulado por
Guyton, na hipertensao sensivel ao sal, a relacdo pressdo-natriurese € menos
ingreme e ocorre maior elevacdo na pressdo sanguinea, necessaria para obter
qualguer aumento na excrecdo de sédio urinario. A PA elevada é, portanto, uma
resposta adaptativa para manter a homeostase no balanco de sddio (GUYTON et
al., 1972; GUYTON, 1991).

Assim, é complexa a rede de eventos que podem culminar com a elevacdo da PA.
Muitos desses passam por mecanismos de sinalizacdo com envolvimento da
resposta imune, que podem, potencialmente contribuir para a génese da
hipertenséo, ou ainda para a manutencao ou desenvolvimento de lesdo em 6rgéos-
alvo. Neste estudo, analisamos mediadores da resposta imune em pacientes com
hipertensdo essencial leve, na auséncia de co-morbidades e fatores de risco

associados, grupo de pacientes ainda pouco estudados.
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Abstract

Background and aims: The incidence of essential hypertension is high worldwide. Some
studies have identified associations between hypertension and changes in the immune system,
particularly in proinflammatory mediators. The classic mediators of inflammation and new
markers associated with tumor necrosis factor (TNF) signaling were assessed in hypertensive
individuals and normotensive controls to investigate possible changes in the inflammatory

response in the early stages of disease.

Method: A total of 49 adults, 24 with systemic arterial hypertension and 25 controls,
underwent outpatient blood pressure monitoring, collection of anthropometric data and
cardiovascular risk assessment. Serum cytokine levels were assessed in all the participants by

means of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

Results: All the participants exhibited low cardiovascular risk. The serum levels of the
cytokines interleukin IL-1pB, IL-4, IL-12, IL-15, tumor necrosis factor receptor types 1 and 2
(TNFR1 and TNFR2) and TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) were compared
between the participants with mild essential hypertension and normotensive controls. There

were no significant differences between the groups.

Conclusion: The systemic inflammatory response was not altered in the patients with mild
essential hypertension. The hypothesis that changes in the levels of serum cytokines and TNF
receptors are not involved in the etiopathogenesis of essential hypertension was confirmed.
The associations identified in more advanced cases may be attributed to other risk factors or

endothelial abnormalities caused by hypertension itself.
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INTRODUCTION

The incidence of essential hypertension, characterized by sustained high blood pressure (BP)
levels, is high worldwide. A multifactorial chronic degenerative disease, essential
hypertension is asymptomatic in most cases. The disease is frequently associated with
functional and/or structural alterations in the target organs, and persistent elevation of the
peripheral vascular resistance is its primary hemodynamic marker. * Some studies found an
association between hypertension and disorders of the immune system, more particularly with

proinflammatory mediators. 2

Inflammation is mediated by cytokines and intercellular adhesion molecules expressed by the
vascular endothelial cells. Changes in inflammatory mediators have been described in both
patients and experimental models of angiotensin-dependent hypertension. 23 Inflammation
and apoptosis can induce changes in heart function, peripheral vascular resistance, renal
electrolyte control mechanisms and plasma volume. In addition, high concentrations of
inflammatory mediators and some cytokines are predictive of future cardiovascular events.
Cytokines are polypeptides or glycoproteins produced by several cell types. They act by
means of autocrine, paracrine or endocrine mechanisms and are present in various tissues. >®

Similar actions may be triggered by different cytokines. ’

Several biomarkers involved in arterial stiffness of coronary artery are elevated in
inflammation associated with systemic arterial hypertension (SAH), including interleukin (IL)
6, IL-10, IL-1 B and tumor necrosis factor alpha (TNF-a). 8

This study was justified by the need to investigate possible changes in the inflammatory

response in the early stages of the disease.

The objective of this study was to compare the classic inflammatory mediators and new
markers associated with TNF signaling in the genesis of SAH between hypertensive patients

with low cardiovascular risk and normotensive controls.
METHODS

Case series

The setting of the study was the Cardiology Diagnosis Center, a regional referral center in
cardiology located in the municipality of Uberaba (Minas Gerais — MG, Brazil), where 1,868
adults subjected to outpatient BP monitoring (OBPM) were assessed from March 2013 to
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May 2014. The study sample consisted of 49 adults, of which 24 presented with essential
hypertension (experimental group) and 25 with normal BP (control group), matched by age
and gender. The patients were approached in the early stages of disease before the onset of

antihypertensive treatment.

Adults (over 18 years old) with medical indication of OBPM and who agreed to participate in
the study by signing an informed consent form were included in the study. Individuals with
other cardiovascular diseases, mental deficiency impairing the performance of tests, type 1 or
2 diabetes mellitus (DM), confirmed HAS before OBPM, hypercholesterolemia, overweight
or obesity, waist circumference >102 cm in men and >88 cm in women, and use of any
pharmacological treatments and smokers were excluded. Data collection was started after the
study was approved by the research ethics committee (REC) of the Federal University of
Minas Triangle (Universidade Federal do Triangulo Mineiro) under protocol no. 2643. All

study procedures were in compliance with the REC ethical standards.
Clinical assessment and blood sample collection

OBPM for diagnosis of SAH was performed according to the 5th Brazilian Guidelines for
Outpatient Blood Pressure Monitoring. ° In all OBPM procedures, the device Dynamapa,
validated and acknowledged by the British Hypertension Society (BHS), was used to measure
BP over a 24-hour period. The test was considered to be adequate from the technical point of
view when the rate of valid measurements was above 80%. Five-milliliter peripheral blood
samples were collected from all the participants in dry tubes for measurement of serum

cytokines.
ELISA for measurement of serum cytokines

Cytokines IL-1R8, IL-4, IL-12, IL-15; tumor necrosis factor receptor types 1 and 2 (TNFR1
and TNFR2); and TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) were measured by means
of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). High-affinity binding 96-well plates (Nunc,
Roskilde, Denmark) were sensitized with monoclonal antibodies specific for each investigated
cytokine (BD Biosciences) under the conditions recommended by the manufacturer in
carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.5) and were incubated overnight at 4 °C. After incubation,
the content of the wells was discarded, and the plates were blocked with 200 pL/well of

phosphate buffer containing 2% phosphate-buffered saline/bovine serum albumin (PBS-BSA)
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(Sigma, St. Louis, MO) over 4 hours at room temperature. The PBS-BSA was then discarded,
and rows 1 to 10 were filled with serum samples diluted 1:2 in 1% PBS-BSA to a total
volume of 100 pL/well. Serial dilutions of recombinant cytokines were used to elaborate the
standard curve, as recommended by the corresponding manufacturers. Wells H11 and H12
were used as blank wells and were filled with 100 pL of 1% PBS-BSA only. The plates were
incubated overnight at 4 °C and then rinsed four times with PBS solution containing 0.05%
Tween (Sigma). Next, biotin-conjugated antibodies (BD Biosciences) specific for each
investigated cytokine were added to the wells diluted with 1% PBS-BSA at the concentration
indicated by the manufacturer to a total of 100 pL/well. The plates were incubated for 4 hours
at 37 °C, rinsed with 0.05% PBS Tween, treated with 100 pL/well of peroxidase-conjugated
streptavidin, and then incubated for 3 hours at 37 °C. Lastly, the plates were rinsed with
0.05% PBS-Tween. A total of 100 pL of development buffer with tetramethylbenzidine
(TMB) was added per well away from light and at room temperature; the reaction was
stopped by adding 50 uL of sulfuric acid. The results were obtained by measuring absorbance
at 450 nm using an ELISA automatic reader (Enspire, Perkin Elmer, USA). The cytokine
concentrations were determined based on linear regression using the absorbance values
obtained from the recombinant cytokine curves and are expressed as pg/ml. The method
sensitivity varied from 10 to 18 pg/ml.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the programs Excel 2010 for Windows (Microsoft,
USA) and Statview (Abaccus, USA). The normality of the quantitative variables was
investigated by means of the Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk tests. Student’s t-test
was used to analyze clinical parameters such as age, body mass index (BMI) and waist
circumference. The cytokine levels were analyzed using the Mann-Whitney test. The

significance level was set to 5% (p value < 0.05) in all the quantitative tests.
RESULTS

The sample consisted of 49 participants: 25 (48%) were controls with BP < 140/90 mmHg,
and 24 (46%) had SAH. The mean age of the total sample was 41 + 13 years old: the
hypertensive participants were 43 + 13 years old, and the controls were 39 + 13 years old. A
total of 39 participants were male, and 13 participants were female; of these, 19 (49%) and 3

(23%) had SAH, respectively. The mean BMIs were 27 = 3 in the hypertensive participants



43

and 26 4 in the control group. The mean waist circumferences were 93 + 6.5 cm in the SAH

group and 89 = 7 in the control group. These data are described in Figure 1.

|c: ‘|_ 1 1
ol [ I R =
S : J_ ﬂ:‘-’_ E

@ " A
7S " 1

m

= o R

Figure 1. (A) Meazorement of abdominal circumference and (B) body mass index.
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Assessment of the global cardiovascular risk by means of the revised Framingham risk scores

for men and women revealed that all the participants (100%) were at low risk. No

comorbidities such as smoking, DM or dyslipidemia were detected.

All participants underwent 24-hour OBPM after BP measurement. The data were used to

calculate the mean BP (mBP) relative to three conditions: nighttime, 24 hours, and awake, the

latter being the value chosen to define SAH according to the guidelines formulated by the

Brazilian Cardiology Society (Sociedade Brasileira de Cardiologia - SBC). ® The median
awake BP was 136/90 mmHg (variation: 154/108 to 120/83 mmHg) in the SAH group and
121/78 mmHg (variation: 138/84 to 110/65 mmHg) in the control group. These results are

described in Figure 2.
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All patients underwent an echocardiogram, which was normal in 47 (90%) cases, while 4
(8%) exhibited discrete left ventricular hypertrophy (LVH), and 1 (2%) exhibited mitral

regurgitation.

The serum levels of cytokines IL-1p, IL-4, 1L-12, IL-15, TNFR1, TNFR2 and TRAIL were
compared between the participants with mild essential hypertension and the normotensive
controls. The serum IL-1p levels varied from undetectable to 45 pg/ml (median 11 pg/ml) in
the control group and from undetectable to 27 pg/ml (median 6 pg/ml) among the participants
with mild hypertension. There was no significant difference between the groups (Mann-
Whitney; p = 0.16). The serum IL-4 levels varied from undetectable to 168 pg/ml (median 20
pg/ml) in the control group and from undetectable to 485 pg/ml (median 16 pg/ml) among the
participants with mild hypertension. There was no significant difference between the groups
(Mann-Whitney; p = 0.3). The serum IL-12 levels varied from undetectable to 7024 pg/mi
(median 801 pg/ml) in the control group and from undetectable to 2664 pg/ml (median 490
pg/ml) among the participants with mild hypertension. There was no significant difference
between the groups (Mann-Whitney; p = 0.2). The serum IL-15 levels varied from
undetectable to 2429 pg/ml (median 138 pg/ml) in the control group and from undetectable to
9968 pg/ml (median 179 pg/ml) among the participants with mild hypertension. There was no
significant difference between the groups (Mann-Whitney; p = 0.8). The serum TNFR1 levels
varied from undetectable to 2340 pg/ml (median 622 pg/ml) in the control group and from
undetectable to 3593 pg/ml (median 718 pg/ml) among the participants with mild
hypertension. There was no significant difference between the groups (Mann-Whitney; p =
0.2). The serum TNFR2 levels varied from undetectable to 5467 pg/ml (median 1380 pg/ml)
in the control group and from undetectable to 4944 pg/ml (median 1536 pg/ml) among the
participants with mild hypertension. There was no significant difference between the groups
(Mann-Whitney; p = 0.4). The serum TRAIL levels varied from undetectable to 688 pg/ml
(median 186 pg/ml) in the control group and from undetectable to 2334 pg/ml (median 160
pg/ml) among the participants with mild hypertension. There was no significant difference

between the groups (Mann-Whitney; p = 0.3). These data are shown in Figure 3.
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DISCUSSION

Despite many studies, the etiology of essential hypertension has not yet been elucidated, and
new approaches are needed to treat this condition. The present study used a population-based
design to assess a mild degree of disease. Both the experimental and matched control groups

exhibited low cardiovascular risk.

Development of LVH in response to pressure overload is not an isolated adaptive
phenomenon but an important independent risk factor for cardiovascular disease, and SAH is
the most common factor for complication. -2 Enlargement of the left ventricular mass is an
additional predictor of adverse cardiovascular events and maintains an elevated cardiac output
in response to pathological stimuli, such as hypertension, obesity and myocardial injury. >
The association between SAH and LVH is known, as it was demonstrated in Framingham’s
study. The prevalence rates reported in that study showed that LVH on echocardiogram was
most common among men compared to women, affecting 2% of the participants in the 49- to

54-year-old age range and 10% of the participants in the 75- to 80-year-old age range. *°
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Those findings agree with the ones of the present study, as 4 (8%) participants exhibited LVH
on the echocardiogram, all of whom (100%) were male and aged 34 to 55 years old; 1 case
(25%) had borderline BP and another 3 (75%) had SAH.

The serum levels of cytokines IL-1p, IL-4, IL-12, IL-15, TNFR1, TNFR2 and TRAIL were
compared between the participants with mild essential hypertension and the normotensive

controls.

IL-1B is a fundamental mediator in the inflammatory response that is mainly produced by
macrophages and monocytes; it is also produced by non-immune cells, such as fibroblasts and
endothelial cells activated in cell injury, infection, invasion and inflammation. The multiple
biological actions of IL-1p include systemic inflammation and induction of substance P, nitric
oxide and endothelial adhesion molecule expression. 6178 Elevated IL-1p levels were
detected in the systemic circulation of patients with essential hypertension. 1°2° Elevated IL-
1B in hypertensive patients behaved as an additional risk factor for atherogenesis. 2! In
agreement with the present study, other studies also found no association between elevated
IL-1B levels and SAH. ??

IL-4 participates in the Th2 response and is mainly produced by CD4 T lymphocytes and
mast cells. Few studies have analyzed the association of IL-4 with SAH. In experimental
models with spontaneously hypertensive rats, no difference was detected in IL-4 levels
between the hypertensive and the normotensive animals, similar to the results of the present

study. 2

IL-12 induces the Th1 response and is produced by dendritic cells and activated macrophages.
24 To the best of our knowledge, no study has assessed the association between IL-12 levels
and SAH. The results of the present study suggest that no significant changes in the serum IL-

12 levels occur in mild hypertension.

IL-15 has a powerful chemotactic action for T cells. It is predominantly produced by
macrophages ° and is able to induce TNF-a and interferon (IFN)-y synthesis. 227 Elevated
serum levels of IL-15 were detected in hypertensive patients under antihypertensive
treatment. 2 In the present study, which included patients with mild hypertension not using
antihypertensive drugs, no difference was detected in the IL-15 levels.

TNF-a is a proinflammatory cytokine produced mainly by monocytes, macrophages and T
lymphocytes. It exhibits two biologically active forms: transmembrane and secreted, TNFR1
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and TNFR2, respectively. TNFR1 is exclusively expressed in neurons and is associated with
most of the biological effects of TNF-q, including inflammatory responses and apoptosis.
TNFR2 mainly manifests in dorsal root ganglion macrophages and monocytes and stimulates
the proliferation of T lymphocytes, fibroblasts and natural killer (NK) cells. 22303t
Significantly increased concentrations of TNF-a and its receptors were detected in individuals
exhibiting risk factors for atherosclerosis, i.e., obesity and/or hypertension. 32 Studies that
investigated the arterial walls of hypertensive rats reported increased expression of TNF-a. 3
In agreement with the present study, other studies did not find associations between increased

TNF-a levels, its receptors and hypertension. 3#

TRAIL is a member of the TNF superfamily able to promote apoptosis in many types of cells,
starting with the activation of caspase-8 followed by the activation of effector caspases. Both
forms of TRAIL, soluble or membrane bound induce apoptosis in multiple transformed cell
lines and tumor cells. 333" No study has assessed the association between TRAIL levels and
arterial hypertension. The results of this study suggest that no significant changes in the serum

TRAIL levels occur in mild hypertension.

The results of this study did not demonstrate significant differences in the mediators that
participate in the modulation of the immune response/inflammation between individuals with
mild hypertension and normotensive controls. Even when taking the small sample size into
consideration, the results suggest that the investigated markers are not involved in the genesis
of arterial hypertension. Changes in the serum levels of these markers may be secondary to
the process or may be associated with other risk factors of or comorbidities related to

hypertension.
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APPENDIX
Informed consent form
INFORMED CONSENT FORM

You are invited to participate in the study Serum levels of inflammatory mediators in
essential hypertension. Advances in research occur thanks to studies such as this one;
therefore, your participation is important. You may obtain all the information relative to the
study, decide not to participate in it, or quit the study at any time without any consequences

for the care you receive.

The objective of this study is to compare classic inflammatory mediators and new markers
associated with TNF signaling between hypertensive patients with low cardiovascular risk

and normotensive controls.

You will not receive any money in exchange for your participation, but you will not have to
contribute to any of the expenses associated with the study. You will be identified by a
numerical code, and your name will not be used at any point in the study.

| have read and/or listened to the explanations above and understood what purpose the study
serves and to which procedures | will be subjected. The explanations | was given made the
study risks and benefits clear. | understand that | am free to quit the study at any time without
having to explain the reasons underlying my decision and that this action will not affect my
treatment. 1 am aware that my name will not be disclosed; I will not incur any expenses and

will not receive any money in exchange for participating in the study. | agree to participate in

the study.

Date.../,.../.....

Signature of volunteer or legal guardian Identity card

Signature of investigator in charge Signature of supervising investigator

Investigators’ telephone numbers: Virmondes Rodrigues Jr - Supervisor 3318-5299. Nazaré Pellizzetti
Szymaniak — Co-supervisor 3318-5702. Ana Paula Mendes da Silva- 9181-0382

If you have any questions regarding this document, you may call the Research Ethics Committee (REC) of the Federal University of Minas

Triangle at 3318-5854.
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Instrument for data collection

1. IDENTIFICATION

Medical record no.:

Age: BD: / /

Skin color: [ white [] black [ brown [ yellow Gender: (1 male [ female

2. QUESTIONNAIRE

Hypertension: [1yes [Ino Antihypertensive medication and dosage:

Diabetes: [1yes [1no Medication: [1oral hypoglycemic drugs [ insulin [1none

High cholesterol — High triglycerides: [1yes []no Medication: [1yes [1no

Smoker? [lyes [Ino

First-degree relative (father-mother-siblings) infarction or stroke (men < 55 years old and women

<65yearsold)?1yes [Ino

Past history of infarction — heart surgery — stroke — angioplasty — peripheral vascular disease — heart

failure — kidney failure? L yes [ no

3. ANTHROPOMETRIC MEASUREMENTS

Weight | Height BMI WC

4. OBPM

mBP 24 hours mBP awake % Valid measurements Repeated OBPM
Clyes[Ino

5. CARDIOVASCULAR RISK

[J Low [J Moderate [ High [J Very high [ No additional risk

6. EXCLUSION FROM STUDY and ADVERSE EVENTS

Exclusion: [1yes [1no AE [Tyes [1no [1quitted OBPM




