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Resumo

Objetivos: Lipoproteinas oxidadas e anticorpos (Abs) anti-LDL oxidada (anti-
LDLox) foram detectados no plasma em resposta a elevagédo da pressao arterial,
sugerindo a participagdo do sistema imune adaptativo. Postulamos que o
tratamento da hipertensdo possa modificar a resposta imune diminuindo o
estimulo oxidativo. Analisamos os titulos de Abs anti-LDLox apds adequado
controle da hipertensdo arterial. Métodos: Titulos de Abs anti-LDLox foram
examinados em pacientes com hipertensdo arterial no estagio 1 (n=94), sem
manifestacao clinica prévia de aterosclerose ou fatores de risco classicos para a
doenca coronariana e isentos de medicacbes anti-hipertensivas. Pacientes foram
distribuidos aleatoriamente para terapia com perindopril, hidroclorotiazida ou
indapamida por 12 semanas, com adicdo de perindopril, se necessario para
adequado controle pressoérico. Titulos de Abs anti-LDLox foram mensurados por
ELISA. Resultados: O tratamento anti-hipertensivo reduziu as pressdes arteriais
casuais e as obtidas pela MAPA (p<0,0005), diminuiu os niveis plasmaticos de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (p<0,05) e aumentou os titulos dos Ab
anti-LDLox (p<0,005) e a dilatacdo mediada pelo fluxo (p<0,0005),
independentemente do tratamento instituido. Conclusées: Aumento nos titulos de
Abs anti-LDLox ap0s terapia anti-hipertensiva ao lado de melhor fungédo endotelial
e diminuicdo do estresse oxidativo sugerem que a despeito de maior estimulo
oxidativo estar presente na hipertensao, os Abs anti-LDLox podem ser potenciais
biomarcadores protetores para monitorizar o tratamento da hipertensao.
Palavras-chaves: Hipertensdo; LDL; Oxidacdo; Anticorpos; Endotélio;

Tratamento.
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Abstract

Objectives: Oxidized lipoproteins and autoantibodies anti-oxidized LDL (anti-
oxLDL) have been detected in human plasma in response to blood pressure
elevation. Thus, treatment of hypertension, by decreasing the stimuli for oxidation,
may have an effect on the immune response. We aimed to assess early changes
on anti-LDLox Abs after blood pressure control. Methods: Titers of human anti-
oxLDL Abs were measured in subjects with recently diagnosed hypertension on
stage 1 (n=94), in primary prevention of coronary disease, with no other risk
factors, and naive of anti-hypertensive medication at entry. Subjects were
randomly assigned to receive perindopril, hydrochlorothiazide or indapamide
during 12 weeks, with addition of perindopril if necessary to achieve blood pressure
control. Abs anti-oxLDL were measured by ELISA. Results: Twelve-week anti-
hypertensive treatment reduced both office-based and ambulatory blood pressure
monitoring measurements (p<0.0005), decreased plasma TBARS (p<0.05),
increased titers of anti-oxLDL Abs (p<0.005), and improved endothelial dependent
vasodilation (p<0.0005), independently of treatment assignment. Conclusions:
Increase in titers of Abs anti-oxLDL with improvement in endothelial function and
reduction in oxidative stress suggests that albeit hypertension increases the
oxidation stimuli, Abs anti-oxLDL may be protective and potential markers in the
follow-up of hypertension treatment.

Key words: Hypertension; LDL; Oxidation; Antibodies; Endothelium; Treatment.

XX



1. INTRODUGAO




Introdugé&o

1.1. Relevéncia da hipertensao arterial nas doengas cardiovasculares

A elevagao da pressao arterial (PA) € um fator de risco independente para
doenca cardiovascular’’ e determina custos médicos e sdcio-econdmicos
elevados, decorrentes principalmente de suas complicagdes, tais como: doencga
cérebro-vascular, doencga arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia
renal crénica e doenga vascular de extremidades.

Estima-se que exista cerca de um bilhdo de individuos hipertensos no
mundo, sendo a hipertensdo arterial responsavel por aproximadamente 7,1
milhdes de dbitos por ano®?.

Dados do Ministério da Saude e da Secretaria Municipal de Saude da
cidade de Sao Paulo confirmam a frequéncia e a gravidade dessas doengas no
nosso meio. Na cidade de S&o Paulo ocorreram no ano 2000, mais de 28% de
todas as mortes decorreram de causas cardiovasculares®. As doencas do
aparelho circulatério constituiram aproximadamente 32% das causas de morte no
Brasil, superando neoplasias, infeccoes e mortes violentas. A principal causa de
morte em todas as regides do Brasil foi o acidente vascular cerebral (AVC), para
ambos os sexos™.

Para se ter uma idéia da grandeza desses numeros, no mesmo periodo, a
sindrome de imunodeficiéncia adquirida, as neoplasias, o0s acidentes
automobilisticos e os homicidios, juntos, foram responsaveis por
aproximadamente 18% das mortes. Nos EUA, 40,6% das mortes ocorreram por
doenca cardiovascular, sendo 12 milhdes os 6bitos por doenga coronariana®.

Dados globais da Organizagdo Mundial de Saude® evidenciam que a doenca



Introdugé&o

cerebrovascular, cujo fator de risco principal é a hipertensao, teve redugédo anual
das taxas ajustadas por idade de 1,5% para homens e 1,6% para mulheres. O
conjunto das doengas do coragdo, hipertensido, doenga coronaria e insuficiéncia
cardiaca também tiveram taxas anuais decrescentes de 1,2% para homens e
1,3% para mulheres. No entanto, apesar do declinio, a mortalidade no Brasil ainda
€ elevada em comparacao a outros paises, tanto para doenga cerebrovascular
como para doencas do coragao”’.

A hipertensao arterial sistémica (HAS) € responsavel por 25% das mortes
por doenca coronariana®®. A mortalidade por doenca cardiovascular aumenta
progressivamente com a elevacdo da PA, a partir de 115/75 mm Hg®. Mais
expressiva ainda é sua relacdo com a mortalidade pelo acidente vascular cerebral,

que constitui a terceira causa de morte em todo o mundo'®"

e a primeira em
nosso pais'?. Entretanto, o principal substrato fisiopatoldgico associado com a
HAS ¢é a aterosclerose, a maior causa de doencga cardiovascular (DCV), presente

nao apenas nas artérias que irrigam o tecido cerebral, mas em todo o sistema

vascular, em particular o coronariano™®.

1.2. Efeitos da terapia anti-hipertensiva em parametros metabdlicos e

vasculares

O tratamento farmacoldgico da HAS reduz drasticamente o risco de AVC,
entretanto atenua de forma menos significativa a doenga coronariana,
especialmente quando foram estudados os efeitos de diuréticos e

betabloqueadores.
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Por outro lado, outras classes de agentes anti-hipertensivos parecem
capazes de modificar a aterosclerose experimental, influenciando a deposi¢cao

lipidica, funcdo endotelial e atividade inflamatéria™ .

Diferencas entre os
diuréticos hidroclorotiazida, indapamida e espironolactona foram relatadas em
relacdo & funcdo endotelial e & peroxidacdo lipidica’". Alguns grandes estudos
em humanos, com poder para avaliagcdo de desfechos clinicos, mostraram
importante atenuagdo da doenca coronariana e cerebrovascular'®?",

Como o enchimento coronariano ocorre predominantemente durante a
diastole, seria desejavel que os agentes anti-hipertensivos possuissem efeitos
pleiotropicos vasculares ao lado da reducéo pressorica de forma a uma simultanea

atuacao sobre mecanismos da aterosclerose disparados pela HAS com possiveis

beneficios na historia natural da doenca arterial coronariana (DAC).

1.3. Hipertensao arterial como fenétipo tardio de alteragoes metabdlicas e

vasculares

1.3.1 Hipertensao arterial e sindrome metabdlica

A HAS é um dos constituintes da sindrome metabolica (SMet)??, uma
condicdo geralmente associada com resisténcia a insulina e obesidade, além de
dislipidemia, e que apresenta notdria importancia entre os temas atuais de
prevencao da DAC.

Neste aspecto, os inibidores da enzima conversora da angiotensina (ECA) e
os bloqueadores do receptor AT1 da angiotensina Il parecem reduzir o

aparecimento de novos casos de diabetes e propiciar maior protegdo aos 6rgaos-

4
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alvo, em particular rins e coragdo do que outros agentes anti-hipertensivos'®2".

Por outro lado, diuréticos estdo associados com maior incidéncia de
diabetes e particularmente quando associados aos betabloqueadores podem

promover alteracdes desfavoraveis no perfil lipidico®>?*

, especialmente para niveis
mais baixos do colesterol da lipoproteina de alta densidade (HDL-c) e mais
elevados de ftriglicérides. Além disso, modificagdes nos canais de potassio por
déficit deste ion e de magnésio, pelo tratamento com diuréticos, além de maior
ativacdo do sistema renina angiotensina aldosterona poderiam limitar os
beneficios de protecdo vascular associados ao uso de inibidores da enzima
conversora da angiotensina (IECA)*>%,

Em suporte a este aspecto, metanalise examinando os efeitos de doses
altas de diuréticos no tratamento da hipertensdo arterial ndo conseguiu
demonstrar reducéo na mortalidade por DAC, apenas beneficio no AVC", e mais
recentemente no estudo ACCOMPLISH?, foi descrito que com similares redugdes
pressoricas, a associagdo do benazepril (IECA) com anlodipino (ACC) foi mais
efetiva na reducdo de desfechos cardiovasculares do que o uso do benazepril
associado a hidroclorotiazida.

Na IV Diretriz Brasileira Sobre Dislipidemias e Tratamento da Aterosclerose?®,
foram reconhecidos como critérios agravantes do risco coronariano, a sindrome
metabdlica (SMet), historia familiar de DAC prematura, hipertrofia miocardica,
insuficiéncia renal, niveis altos de proteina C reativa, micro e macroalbuminduria,
além de aterosclerose subclinica, devido a maior risco na mortalidade coronariana,

cardiovascular ou mesmo de mortalidade em geral, quando comparados aos nao

portadores da sindrome?®, para estratificagao do risco cardiovascular.



Introdugé&o

Existem varios critérios para definir SMet, entre eles o da International
Diabetes Federation (IDF, 2005)*°, o qual inclui valores mais rigorosos para a
circunferéncia abdominal e niveis glicémicos, além de utilizar uma classificagdo da
circunferéncia abdominal baseada nas caracteristicas étnicas das populagdes
descritas. Nesta definigdo, valores de corte mais rigorosos foram assumidos na
tentativa de identificar precocemente individuos com maior propensao a disturbios
metabdlicos e ao diabetes mellitus tipo 2.

De forma interessante, alguns agentes anti-hipertensivos, como os
bloqueadores do sistema renina angiotensina propiciam melhora da funcéo
endotelial®’, diminuigdo da resisténcia a insulina®?, maior preservagao funcional de
células beta-pancreaticas®®, reducdo da atividade inflamatéria e do risco
trombotico®*, sendo a escolha destes agentes anti-hipertensivos em pacientes com

SMet aparentemente vantajosa nesta situagao.

1.3.2 Hipertensao como doencga inflamatéria

A hipertenséo arterial incide principalmente em individuos de meia idade ou
mais idosos, geralmente em associacdo a presenga de marcadores
inflamatoérios®*2°. De fato, utilizando dados de base populacional nos EUA, o
estudo National Health and Nutritional Examination Survey (NHANES) %,
identificou niveis progressivamente aumentados da prevaléncia de aumento de
proteina C reativa de alta sensibilidade (PCRas) maiores do que 3 mg/L para cada
aumento de pressdo sistolica, desde o estagio pré-hipertensivo. Mais
recentemente, estudo envolvendo grande populagédo de idosos n&o hipertensos na

condicao basal, mostrou que em apenas dois anos de seguimento meédio, a

6
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incidéncia de hipertensao arterial foi aproximadamente 50% maior para cada 1
mg/L de aumento nos niveis basais de PCRas*. Outros marcadores inflamatérios
incluem niveis de varias citocinas, sendo a reducdo de adiponectina, outra
condi¢ao associada com o subsequente desenvolvimento de hipertensao arterial.
Paralelamente a estes aspectos bioquimicos, uma mudancga do fenétipo da célula
endotelial também ocorre em associagédo com a idade e a progressiva elevagao da
PA. Neste sentido, um fendtipo mais inflamatério, com aumento de expressao de
proteinas relacionadas a ativagdo do fator nuclear kappa beta (NF-kB), entre as
quais varias moléculas de adesao vascular relacionadas ao desenvolvimento da

aterosclerose pode ser relevante para desfechos cardiovasculares *’ .

1.4 Oxidacao de lipoproteinas e aterosclerose

A aterosclerose € uma doenga da parede arterial que esta associada
com a diminuigdo progressiva da fungao das células endoteliais®, acumulo de
lipides em macrofagos e ativacdo de células do sistema imune®. A primeira
manifestacdo da doenca aterosclerética pode incluir, em um numero cada vez
maior de individuos, a morte subita, o infarto do miocardio, a doenca cérebro
vascular, complicagdes da doencga aneurismatica da aorta ou mesmo insuficiéncia
vascular periférica®. Essas manifestacdes tendem a acometer o homem em etapa
produtiva da vida, determinando forte impacto para a sociedade e para sua familia.

Esta atualmente bem estabelecido que niveis plasmaticos elevados de
colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) constituem fator de risco
crucial para o desenvolvimento da aterosclerose. Essa lipoproteina € a principal

transportadora de colesterol sérico (70% esta ligado a esta lipoproteina). A
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lipoproteina tem papel importante na oferta de colesterol para tecidos extra-
hepaticos, por meio da ligagdo ao receptor (LDL) na membrana plasmatica*"

As modificacbes na LDL vém sendo estudadas por diferentes métodos.
Diversas afecgdes, como infecgdes, inflamacbes e doencgas auto-imunes sao
associadas com a modificacdo das LDL. Essas modificacbes incluem metilacao,

acetilacdo, glicacdo e oxidacdo®*°.

A oxidacdo é um dos processos de
modificacdo mais estudados e pode ser induzida in vitro por metais de transi¢cao
como o cobre e o ferro®.

A hipétese de que a oxidagdo torna a particula de LDL mais
aterogénica, foi originalmente proposta por dois grupos vindos de diregdes
completamente diferentes. Um grupo em Cleveland observou que a LDL em
cultura de células podia causar lesao celular e mostrou que a lesdo dependia da
modificacdo oxidativa sobre a LDL*®. Outro grupo da Universidade da Califérnia
observou que as LDL nativas ndo induziam a formacado de células espumosas,
demonstrando em culturas de células que era possivel modificar a LDL na camada
média da parede vascular para a forma reconhecida pelos receptores de varredura
dos macréfagos e mostrou que este foi o resultado da modificacéo oxidativa*.

A modificacdo oxidativa da LDL in vivo parece ocorrer em dois estagios.
O primeiro, antes que os mondcitos sejam ativados, resulta na oxidagdo dos
lipides da LDL, com pequena alteragao na apolipoproteina B (apo B), constituindo
a LDL minimamente oxidada ou MMLDLox. O segundo comeg¢a quando os
mondcitos sao ativados e convertidos em macréfagos. Nesse estagio, os lipides
da LDL s&o adicionalmente oxidados, assim como a fragcdo protéica (apo B).

Essas LDL altamente oxidadas (LDLox) deixam de ser reconhecidas pelos
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receptores classicos de LDL, porém sao reconhecidas pelos receptores de LDL
acetilados (removedores) e/ou receptores da LDL oxidada, que n&o séo regulados
pelo contetdo celular de colesterol®®.

Recentes estudos tém dado importdncia ao delineamento do
mecanismo pelo qual a LDL nativa pode ser convertida a forma reconhecida pela
familia de fatores de crescimento e receptores de varredura (scavengers),
relacionados & formacao de células espumosas®.

A oxidagao nos lipideos presentes na LDL gera uma grande quantidade
de subprodutos como aldeidos que sao capazes de reagir com residuos de lisina
presentes na apo B, modificando a particula e contribuindo para a formacao da
LDL aterogénica.

Espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) s&o os
principais mediadores da modificagdo oxidativa da particula®®. A modificacdo
oxidativa da LDL induz o aparecimento de epitopos imunogénicos na molécula de
LDL e a presenca de anticorpos contra a LDL oxidada tem sido encontrada no
soro humano®’.

As ERO incluem radicais livres e outras que, embora ndo possuam
elétrons livres, sdo muito reativas devido a sua instabilidade. Por esta razdo, esse
termo tem sido mais utilizado.

Radical livre é definido como qualquer atomo, molécula ou ion que
possui um ou mais elétrons desemparelhados nas suas camadas de valéncia.
Esses elétrons desemparelhados ou livres tém uma instabilidade quimica muito
grande, e sendo assim, mesmo com uma meia vida de fragbes de segundos, sdo

altamente reativos e capazes de reagir com qualquer composto que esteja
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préximo, a fim de retirar desse composto, seja uma molécula, célula, ou tecido, o
elétron necessario para sua estabilizagdo, produzindo reagdes em cadeia de dano
celular*®. Esta definigdo engloba o atomo de hidrogénio (que possui um elétron
desemparelhado), a maioria dos ions de metais de transicdo e o oxigénio
molecular.

Os radicais livres de oxigénio sdo formados em ambientes de re-
oxigenagdo vindos da cadeia respiratoria mitocondrial. As células também
produzem radicais livres de oxigénio por outras fontes: enzimas oxidantes (aldeido
oxidase, flavina desidrogenase, ciclooxigenase, NADPH oxidase e sistema
citocromo P450 oxidase); auto-oxidagao de pequenas moléculas (catecolaminas,
flavinas e hidroquinonas); e sistema de carregadores de elétrons microssomais e

das membranas nucleares, entre outras*°.

Os radicais livres incluem todos os radicais do oxigénio. Ha também as
ERN que incluem o peroxinitrito (ONOQO), o oxido nitrico (NO) e o radical diéxido
de nitrogénio (‘NO.). Embora ndo sejam radicais livres, o anion peroxinitrito
(ONOO"), o acido hipocloroso (HOCL), o peroxido de hidrogénio (H20,), o oxigénio
singlet ('O;) e o ozoénio (Os), podem induzir reacdes radicalares no organismo,

sendo por isso também consideradas como espécies reativas®.

Para se protegerem contra oxidagbes os organismos dispdem de
mecanismos quimicos e enzimaticos. No primeiro caso, varias moléculas com
propriedades antioxidantes consumidas na dieta como o a-tocoferol (vitamina E),
B-caroteno, selénio, acido ascorbico (vitamina C) e glutationa reduzida (GSH)

diminuem a acao téxica das EROs produzidas nos compartimentos intra- e
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extracelulares. No segundo caso, quando sdo expostos as ERO os organismos
sintetizam proteinas antioxidantes como superdxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase para decomporem respectivamente o anion 0%, H,0, e
lipoperoxidos®™. Apesar de essas defesas antioxidantes reduzirem os riscos de
lesbes oxidativas por ERO, os organismos podem vivenciar situagdes onde a
protecdo é insuficiente. Quando isso acontece, ocorre estresse oxidativo*’. As
ERO produzidas por estas células quando ativadas por microrganismos
patogénicos atuam como bactericidas sendo, portanto, um importante meio de
protegao organica contra o desenvolvimento de infecgdes oportunistas. Portanto, a
manutencdo das defesas antioxidantes quimicas e enzimaticas em equilibrio
dindmico com a formagdo de ERO no organismo é fundamental para a sua
sobrevivéncia.

Um dos alvos susceptiveis de oxidagado por ERO sdo os acidos graxos
poliinsaturados, presentes nas membranas celulares. Uma caracteristica da
peroxidacdo lipidica € a ocorréncia de reagdes em cadeia as quais, se nao
terminadas, ocorrem continuamente, destroem fases lipidicas, alterando
especialmente as membranas e modificam particulas de lipoproteinas. Além das
modificagbes, os produtos de quebra da peroxidagao lipidica sdo considerados
toxicos as células e podem alterar proteinas, criando regides de epitopos, que
desencadeiam respostas imunoldgicas®.

fons de metais de transicdo, como ferro e cobre, podem participar do
processo catalisando a formacao de radicais lipidicos alcoxila, peroxila e hidroxila

a partir dos hidroperdxidos.
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1.5 Alteragdes imunolégicas na doenga hipertensiva
Em uma época de avango tecnologico exuberante e que se estuda o

1!, a ativacéo

desenvolvimento de vacina para aterosclerose e hipertensao arteria
imune parece parte integrante da fisiopatologia da hipertensdo arterial e suas
comorbidades.

Varios estudos evidenciam a participagdo de mecanismos imunologicos

I°2. Durante o

na modulacado da patogénese da aterosclerose e hipertenséo arteria
processo ateroscleratico, diferentes antigenos, dentre eles LDLox e seus produtos
de degradagao, desencadeiam uma resposta inflamatoria que resulta na ativagao
de diversos genes em células endoteliais, células musculares lisas,
mondcitos/macrofagos, células B e T. Estes eventos podem induzir o aumento ou
diminuicdo de moléculas de adesdo e secrecdo de citocinas, da expressao de
receptores, na diferenciacao celular entre outras propriedades consideradas alvos
em potencial para o tratamento e prevencao da aterosclerose.

Os lipides modificados na superficie da LDL sao biologicamente ativos
e reconhecidos por varios receptores do sistema imune inato. A LDLox é também
capaz de ativar o sistema imune adaptativo. A modificacdo oxidativa da LDL induz
ao aparecimento de epitopos imunogénicos e anticorpos contra LDLox (anti
LDLox)* .

Linfocitos T CD4+, também ja foram encontrados em placas
ateroscleréticas. Ha evidéncias que estas células estdo envolvidas na secregao de

citocinas antinflamatorias/antiaterogenicas como IL-13 e IL10, funcionando assim

na supressao das células endoteliais e macréfagos**.
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Linfécitos B em lesdes aterosclerdticas sdo raros, porém tem-se
demonstrado que essas células apresentam uma participagdo importante nos
mecanismos envolvidos em protecao contra o desenvolvimento da aterosclerose.
Os seus subprodutos, os anticorpos, sao facilmente encontrados em lesbes, onde
predominam as imunoglobulinas (IgGs) *°.

Anticorpos contra LDLox estdo presentes na circulagdo e seus niveis
tém sido correlacionados positivamente com a doencga cardiovascular e suas
complicacdes “°.

A resposta imune humoral contra LDLox tem sido alvo de estudos que
tentam correlacionar modificagdes oxidativas e seus produtos gerados, com o
desenvolvimento de placas ateroscleréticas. Existe, porém, uma grande
dificuldade neste tipo de estudo devido a variedade de componentes que podem
ser gerados e encontrados (polipeptideos, peptideos, lipideos e formas mistas)
durante o processo de oxidacdo da particula de LDL e consequentemente na
variedade de anticorpos potencialmente gerados contra esses produtos.

Estudos clinicos e experimentais®*°

mostraram que auto-anticorpos

contra LDLox estao relacionados com a modulagédo do processo aterosclerético.
Tendo em vista evidéncias recentes, tem-se especulado sobre a

existéncia de diferentes “familias” de auto-anticorpos contra LDLox, os “pré-

aterogénicos” e os “anti-aterogénicos™*.

Neste cenario, ndo apenas haveria
diferencas nas implicagdes dos titulos de diferentes auto-anticorpos com a
aterosclerose ou suas complicagdes, bem como s&o poucos os estudos evolutivos

de titulos de auto-anticorpos para melhor caracterizagdo de uma situagcéo de maior

risco cardiovascular, como a doenca hipertensiva nao tratada e o alcance de
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metas adequadas de PA com terapia farmacolégica ou mudangas no estilo de
vida.

Avangos em biologia vascular mostraram que a inflamagéao
desempenha um papel crucial no desenvolvimento da doenga cardiovascular.
Estudos avaliando a PCRas mostraram que esse biomarcador inflamatério prediz
o risco de desfechos cardiovasculares, de maneira aditiva a fatores de risco
tradicionais, adicionando informacao progndstica a estratificacdo de risco e
predizendo o risco cardiovascular de longo prazo em individuos mesmo sem
evidéncia de doenca cardiovascular®’. Niveis elevados de PCRas e de LDLox
também podem indicar situacdo de maior risco para aterosclerose avancada ou
vulneravel a desfechos .

Dessa forma, cenarios clinicos em que haja dano oxidativo, como na
presenca de fatores de risco, em pacientes com alto risco de eventos
cardiovasculares, ou aqueles na vigéncia de uma sindrome coronariana aguda, o
papel da LDL oxidada e da resposta imune inata, com a producao de anticorpos
anti-LDL oxidada pode ter influéncia nas respostas da parede arterial e
consequentemente na aterogénese e suas complicagdes.

Neste sentido, uma melhor compreenséo da hipertenséo arterial, o0 mais
comum fator de risco associado a doencga cardiovascular, como doenga imune-

inflamatdria é essencial para um mais adequado controle desta condicao.
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Objetivos

2.1 Objetivos gerais

Examinar os efeitos da terapia anti-hipertensiva nas modificagbes
bioquimicas, imunolégicas e de vasorreatividade fluxo-mediada em individuos
portadores de hipertensao arterial sem outros fatores de risco cardiovascular

classicos, como diabetes mellitus, dislipidemia ou tabagismo.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar alteragbes no perfil lipidico, glucometabdlico, peroxidagao
lipidica e vasoreatividade dependente e independente do endotélio decorrentes do
tratamento anti-hipertensivo por 12 semanas.

Comparar as modificacbes obtidas nos parametros mencionados pela
terapia baseada em trés diferentes estratégias iniciais, perindopril,
hidroclorotiazida ou indapamida por seis semanas, quando necessario acrescida
de 4 mg de perindopril para mais adequado controle pressérico nas seis semanas
seguintes.

Examinar o comportamento dos titulos de auto-anticorpos (Abs) anti-
LDLoxidada, na condigdo basal e ao final do tratamento anti-hipertensivo e

correlaciona-los com marcadores do risco cardiovascular.
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Meétodos

3.1. Casuistica

3.1.1 Caracteristicas dos pacientes

Foram incluidos no estudo individuos, de meia idade, de ambos os géneros,
com hipertensdo arterial no estagio 1°, em prevencdo primaria da doenca
coronaria, sem outros fatores do risco classicos para a doenga coronariana e sem
uso de terapia antihipertensiva. O calculo da amostra foi estimado a partir dos
objetivos principais do estudo, buscando-se um poder de 80% e risco alfa de 5%,
com base em prévios estudos, envolvendo funcdo endotelial, modificagdes
lipidicas, glucometabdlicas e na resposta imune. Assim, foi prevista a necessidade
de inclusédo de 90 pacientes ao estudo de acordo com seu delineamento que
incluia trés bracos terapéuticos de 30 pacientes.

Hipertensao arterial foi definida com base na média de trés medidas da
pressdo arterial = 140 mm Hg para sistélica( PAS ) e/ou =90 mm Hg da diastoica
(PAD) com o paciente sentado obtido ap6s um periodo de cinco minutos e
repetido em intervalos de 5 minutos. Todas as medidas foram realizadas no
mesmo membro, apos a escolha com base na medida de ambos os bragos
(elegendo-se o brago de maior medida da pressao arterial). A hipertensao do
jaleco branco foi afastada com a utilizagdo da monitorizagao arterial da pressao
arterial (MAPA) por 24 h que mostrou pelo menos uma medida (média da PA

sistélica ou diastdlica de 24 h) acima da variagdo normal®®.
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3.1.2 Desenho do Estudo

Estudo prospectivo em hipertensos, isentos de terapia anti-hipertensiva no
momento de inclusdo que foram aleatériamente alocados para terapia anti-
hipertensiva inicial, de maneira duplo-cega para perindopril (grupo IECA, 4mg/d),
hidroclorotiazida (grupo HCTZ, 25 mg/dia) ou indapamida (grupo INDA,1,5 mg/d),
durante seis semanas. A esta terapia, foi acrescido de forma aberta, perindopril 4
mg por mais seis semanas, para os pacientes que nao haviam atingido adequado
controle pressorico (PA casual < 140/90 mm Hg). As drogas foram codificadas e
encapsuladas antes da randomizacao e somente o farmacéutico sabia do cédigo

do tratamento.

3.1.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos pacientes com outros fatores de risco classicos, como
hipercolesterolemia, diabetes ou tabagismo. Além disso, terapia de reposicéo
hormonal, co-morbidades como insuficiéncia renal ou hepatica, doenca
inflamatdria ou infecciosa ativas, também constituiram critérios para exclusdo dos

pacientes.

3.2 Método

3.2.1 Parametros clinicos e eletrocardiograficos
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Dados demograficos, antropométricos e parametros do exame fisico
foram coletados no inicio e no fim do estudo. Eletrocardiograma de doze
derivacgdes foi executado na entrada. Uma visita intermediaria em seis semanas foi
realizada para avaliar o controle de pressdo do sangue e para adicionar o
perindopril (4mg) aos pacientes que ndo estavam nas metas pressoricas. As
medidas da MAPA de 24 hrs (Spacelabs 90207, Seattle, WA, EUA) foram

gravadas no inicio e apés 12 semanas.

3.2.2 Exames laboratoriais

Amostras sanguineas foram coletadas apds 12-14 h de jejum para todos

0s pacientes no inicio e apos 12 semanas de tratamento.

Colesterol total, lipides e apolipoproteinas

O colesterol sérico total, HDL-c e triglicerideos foram determinados
enzimaticamente (Opera Bayer, Alemanha) sendo o LDL-c estimado pela equag&o
de Friedewald® quando triglicerideos < 400 mg/dL.

Os niveis de glicemia foram avaliados pelo método enzimatico e a
hemoglobina glicada (HbA1c) foi medida por cromatografia liquida de alta
resolugdo (HPLC). Concentragdes do apolipoproteinas (Apo) A1 e B100 foram
determinadas por nefelometria (Array 360 Beckmann, Alemanha). Os eletrdlitos

(sodio, potassio e calcio ionizado) e creatinina foram medidos automaticamente
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(Opera Bayer, Alemanha).

Marcadores inflamatorios e do estresse oxidativo

Proteina C-reativa de alta sensibilidade (PCRas) foi medida por
nefelometria (R100 analisador, Behringer, Alemanha), e estimativa da peroxidacéo
do plasma foram avaliados pela dosagem das substéancias reativas ao acido

tiobarbiturico (TBARS), predominantemente o malondialdeido (MDA)®".

Analise de autoanticorpos da LDL oxidada (LDLox)

Preparacéao da LDL e da LDL-ox
Foi colhido o sangue de um unico voluntario saudavel, normolipidémico,
em jejum de 12 horas, e obtido o plasma com &acido tetra-acético diamino etileno
(EDTA) apos centrifugagao (1.000 x 10 g, 4°C, por 15 minutos). Benzamidina (2
mmol/l), gentamicina (0,5%), cloramfenicol (0,25%), fenil-metil-sulfonilfluorida (0,5
mmol/l) e aprotinina (0,1 U/ml) foram adicionados ao plasma. A fragdo LDL (1.006
< d <1.063 g/ml) foi isolada por ultracentrifugagcéo sequencial (100.000 x g, 4°C),
usando um rotor 50Ti (L-8 ultracentrifuge, Beckman, Palo Alto, CA, EUA), e
dializado depois disso (4°C) em tampao PBS (phosphate-buffered saline; pH 7,4),
contendo EDTA (0,01%). A preparacao de LDL foi esterilizada por filtracdo por
meio de um filtro de 0,22 milimetros (Milipore, Alemanha).
Para obter a LDLox, a LDL obtida no processo anterior foi dializada

durante a noite em tampao PBS livre de EDTA, seguida pela incubagdo com
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CuSOy4 (2,5 mol/l por mg de proteina de LDL; 18 h; 37°C). O processo da oxidagao
foi parado pela adicdo de 1 mmollL de EDTA.®? Este procedimento foi
padronizado no laboratério do prof. Magnus Gidlund e resulta em uma LDL
completamente oxidada, como definido por uma fase do platd no ensaio dos

TBARS e por aumento das cargas negativas da particula.®®

Determinacgéao dos anticorpos anti-LDL oxidada

Para determinar os anticorpos anti-LDLoxidada pelo CuSO4, nos
usamos nossa proprio ensaio, previamente descrito no mesmo laboratério.?%%”

Placas de ELISA contendo noventa e seis pogos foram tratadas com a
LDLox obtida previamente (7,5 pug/ml; 50 yl por pogo), suspensas em tampéao
carbonato/bicarbonato (0,1 mol/l; pH 9,4, durante 18 horas) e deixadas para
sensibilizagdo (4°C; durante a noite). Apdés lavagem com PBS, as placas foram
bloqueadas com gelatina (3%) em temperatura ambiente por 24 h. As amostras de
soro dos pacientes (50 ul) foram diluidas (1:400) antes que fossem adicionadas
aos pogos. Apos incubagéao (2 h), as placas foram lavadas com o PBS contendo
Tween (0,05%) e a solugdo do anticorpo anti-lgG humana conjugado com
peroxidase horseradish (1:1.000 diluido em PBS; Kirkegaard & Perry Laboratérios,
Gaithersburg, MD, EUA) foi adicionada. Apo6s lavagem, 3.3°,5,5" -
tetrametillbenzidina (6,5% em DMSO; Sigma, EUA), e H,O, (Sigma, EUA) diluidas
em tampao citrato/ fosfato (0,1 mol/l; 250 pl; pH 5,5) foram adicionados
(temperatura ambiente) como substrato da enzima. A reagado foi parada pela

adicao de HxSO4 (2 mol/l) e os titulos de anticorpos anti-LDL oxidada medidos em

termos da densidade 6tica (OD; A = 450 nandmetro).
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Como pode ocorrer alguma imprecisdo na quantificacdo dos Abs anti-
LDLox pelo método de ELISA, IgG (10 mg/ml; IgG humana purificada, Pierce
Protein Research Products, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) e um branco
(PBS) foram usados como controles para compensar a variagao intra-placa. A
imprecisao Inter-placa no método ELISA foi minimizada processando-se todas as
amostras no mesmo periodo de tempo, ao fim do protocolo clinico. Para minimizar
o0 numero de resultados falso-positivos devido a reagédo cruzada com epitopos
livres de antigeno, os titulos de anticorpos para cada amostra foram expressos por
um indice de reatividade (IR), calculado como IR = (ODamostra - ODbranco/(ODigg -
OD branco da Igg) Onde IgG foi usado como um controle. As amostras correram em
triplicatas e um valor médio foi calculado. A variagado dentro das ftriplicatas néo

excedeu 5% da média.

3.2.3 Vasodilatagao dependente e independente do endotélio

Os testes de vasorreatividade foram executados por ultra-sonografista
experiente e de acordo com as recomendacdes para a avaliagao ultra-sonografica
da dilatagcdo mediada pelo fluxo (FMD) endotélio dependente (ED) da artéria

1.8 O estudo da funcdo endotelial foi executado pela manha apos o periodo

braquia
de jejum noturno. Um aparelho de ultra-sonografia (Sonos 5500, Hewlett- Packard-
Phillips, EUA), equipado com o software vascular para imagem bidimensional
(2D), com as modalidades do ultra-som Doppler espectral e colorido, com monitor

interno do eletrocardiograma (ECG), e transdutor linear (com uma escala de

frequéncia de 7.5 a 12.0 MHz), foram usados. Aquisicdo da imagem, FMD -ED, e
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dilatacdo endotélio-independente (EID) com dinitrato de isosorbida (5 mg;
sublingual) foram avaliados. Apés um periodo de descanso (15 minutos), a artéria
braquial foi visualizada na fossa antecubital direita e o didmetro da artéria na
condicao basal foi medido uma vez a partir de imagem otima da artéria. A
hiperemia reativa foi induzida inflando-se o cuff de esfigmomanémetro até 200 mm
Hg (ou pelo menos a 50 mm Hg acima da pressao artérial sistdlica (PAS) no
antebraco distal (5 min), sendo entdo desinsuflado o cuff. As imagens no final da
diastole foram obtidas na fase do inicio do complexo de QRS no tragado de ECG.
Estas imagens foram adquiridas na condigdo basal e 1 min apds a desinsuflagéo
do cuff. Para EID uma outra imagem foi adquirida no basal e, apés 3-4 minutos da
administragdo do nitrato nova imagem foi obtida, sendo as variagdes percentuais
no didametro da artéria em relagédo ao valor de base calculadas para determinagao
da FMD ou EID. Os valores de variabilidade intra e inter-sonografista foram 1 e

2%, respectivamente.

3.3 Aspectos Eticos

Este projeto foi conduzido na Universidade Federal do S&o Paulo, apds
aprovagdo pelo Comité de Etica Local e obtencdo por escrito do consentimento
informado dos pacientes, conforme determina a resolugdo numero 0722 aprovado

em 19 de marcgo de 1993, do Conselho Nacional de Saude.

3.4 Andlises estatisticas
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Todas as analises foram executadas usando-se o0 programa estatistico
SPSS (17.0) para Windows. Os dados numéricos foram apresentados como
valores medianos e interquartis (IQR), ou como médias e erros-padrdo das médias
(SEM). Variaveis categoricas foram expressas como numero de individuos e
valores percentuais. As variaveis com distribuicdo n&o Gaussiana foram
logaritmizadas para comparagdes. A analise de variancias (ANOVA) seguida pelo
teste de Tukey, se necessario, foi usada para amostras independentes e dados
numericos, e o quiquadrado de Pearson usado para variaveis categoricas. Modelo
linear geral (GLM) com medidas repetidas foi usado para comparar os efeitos dos
tratamentos dentro e entre dos grupos. Testes t de student pareado® ou de Mann-
Whitney’® foram utilizados para variaveis continuas na condico basal e ao final do
estudo na analise agrupada do efeito do tratamento, respectivamente para
variaveis com ou sem distribuicdo normal. Os coeficientes de correlagédo com os
anticorpos anti-LDLox foram testados usando-se o teste de correlacéo linear de
Pearson. Regresséo linear multipla’” foi utilizada, considerando os anticorpos anti-
LDLox como variavel dependente e as variaveis com associagao univariada, como
variaveis indepententes antes e apods o tratamento. Valores de p<0.05 foram

considerados significantes.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas basais da populagao estudada

A Tabela 1 mostra que os grupos inicialmente alocados para o tratamento
com perindopril (PER), hidroclorotiazida (HCTZ) e indapamida (INDA) foram
semelhantes em relacdo a idade, sexo, peso, indice de massa corporea,
frequUéncia cardiaca e pressao arterial sistélica e diastélica. Da mesma forma os
valores obtidos para a média de pressao arterial sistdlica e diastélica nas 24 horas

de monitorizagdo ambulatorial (MAPA) nao diferiram entre os grupos.

Tabela 1. Caracteristicas basais da populagao estudada por grupos

Parametro PER HCTZ INDA P
N=29 N=33 N=32
Idade*, anos 57 (49-63) 56 (48-64) 59 (50-67) 0,37
Homens, n (%) 15 (51,7) 17 (51,5) 15 (46,9) 0,91
Peso*, kg 76 (60-87) 72 (63-81) 72 (61-83) 0,75
IMC*, kg/m? 27 (25-32) 27 (26-32) 28 (24-32) 0,84
CA*, cm 95 (87-107) 94 (85-101) 96 (88-106) 0,67
FC*, bpm 80 (72-87) 78 (68-81) 78 (74-86) 0,49
PAS*, mm Hg 150 (143-164) 150 (140-160) 154 (142-160) 0,91
PAD*, mm Hg 90 (90-99) 90 (89-93) 91 (89-99) 0,87
PAS*, média 24h 127 (118-142) 131 (124-143) 131 (119-143) 0,49
PAD*, média 24h 82 (77-90) 83 (75-90) 79 (70-86) 0,16

*valores expressos por mediana e interquartis; IMC = indice de massa corporea;
CA = circunferéncia abdominal; FC = freqUéncia cardiaca; PAS = pressao arterial
sistdlica; PAD = pressao arterial diastolica; PAS e PAD média de 24 h obtida pela

monitorizagao ambulatorial de presséao arterial (MAPA).
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4.2. Valores obtidos para o perfil lipidico no periodo basal
Os pacientes foram comparaveis em relacdo aos valores de LDL-c, HDL-c,
triglicérides, apolipoproteina B e apolipoproteina A1. Apenas o colesterol total

diferiu entre os grupos (Tabela 2).

Tabela 2. Valores obtidos para o perfil lipidico por grupo de tratamento

Parametro PER HCTZ INDA P
N=29 N=33 N=32
Colesterol total* 205 (185-228) 198 (169-209) 185 (161-210) 0,04
LDL-C 127 (111-149) 110 (84-137) 115 (93-135) 0,06
HDL-C 47 (41-57) 44 (38-59) 47 (39-60) 0,72
Triglicérides 110 (85-189) 121 (76-189) 108 (93-137) 0,11
Apo B 101 (89-123) 93 (77-111) 89 (69-117) 0,26
Apo A1 128 (110-146) 127 (113-143) 121 (104-146) 0,44

Valores expressos por medianas e interquartis em mg/dL; apo = apolipoproteina;
valores de triglicérides foram log transformados. *grupo INDA < grupo PER

(ANOVA, teste de Tukey para comparagdes multiplas).

4.3. Parametros bioquimicos nao lipidicos basais

Com relagédo as demais variaveis bioquimicas, os grupos também foram

semelhantes para os valores basais de glicose, hemoglobina glicada, creatinina,

calcio ionizado, potassio, sodio, substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) e proteina C reativa de alta sensibilidade (PCRas) (Tabela 3).
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Tabela 3. Parametros bioquimicos nao lipidicos basais por tratamento

Parametro PER HCTZ INDA P
N=29 N=33 N=32
Sddio, mEq/L 140 (138-142) 142 (141-143) 141 (139-143) 0,14
Potassio, mEq/L 4,2 (3,9-4,5) 4,1(3,7-4,4) 4,0 (3,8-4,3) 0,28
Creatinina, mg/dL 1,0 (0,8-1,1) 0,9 (0,9-1,1) 0,9 (1,0-1,2) 0,67
Ca™ , mmol/L 1,2 (1,1-1,2) 1,1 (1,1-1,2) 1,2 (1,1-1,2) 0,89
Glicose, mg/dL 93 (81-104) 87 (84-97) 87 (76-95) 0,20
HbA1c, % 5,4 (5,0-5,7) 5,5 (5,1-5,9) 5,4 (5,1-5,7) 0,93
TBARS, ymol/mL 1,5 (0,9-2,1) 1,4 (0,9-2,0) 1,6 (0,9-2,2) 0,94
PCRas, mg/L 0,4 (0,3-0,6) 0,5 (0,3-1,0) 0,5 (0,3-1,0) 0,17

Valores expressos por medianas e interquartis. Ca’ = calcio ionizado; HbA1c =
hemoglobina glicada; TBARS = substancias reativas ao &cido tiobarbiturico;

PCRas = proteina C reativa de alta sensibilidade.

4.4. Valores basais obtidos para os estudos de vasorreatividade
A Tabela 4 mostra que a dilatacido endotélio dependente, examinada pela
dilatagado mediada pelo fluxo (DMF) nao diferiu na condigéo basal entre os grupos.
Da mesma forma, ndo foram observadas diferencas para a dilatacao
vascular endotélio independente, obtida apés 5 mg de dinitrato de isossorbide
sublingual (DMN).

Tabela 4. Valores basais obtidos para os estudos de vasorreatividade

Parametro PER HCTZ INDA p
N=29 N=33 N=32

DMF, % 7,3 (4,3-10,3) 8,3 (5,8-1,01) 6,7 (5,0-10,2) 0,83

DMN, % 11,1 (9,0-14,7) 12,6 (10,1-15,9) 13,0 (9,5-15,3) 0,76

Valores expressam medianas e interquartis. DMF = dilatacdo mediada pelo fluxo;
DMN = dilatacdo mediada por nitrato.
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4.5. Valores basais para anticorpos anti LDL oxidada (anti-oxLDL)
Os titulos de anticorpos anti LDL oxidada nao diferiram entre os grupos na

condigao basal (Tabela 5).

Tabela 5. Valores basais de anticorpos da LDL oxidada por grupos de

tratamento
Parametro PER HCTZ INDA p
N=29 N=33 N=32
Anti-oxLDL 1,7 (1,2-2,1) 1,7(1,3-2,5) 1,5(1,3-2,2) 0,76

Valores expressos como medianas e interquartis. Anti-oxLDL = anticorpos anti

LDL oxidada expressos em IR (indice de reatividade).

4.6. Efeitos do tratamento anti-hipertensivo na pressao arterial casual e na
MAPA

O tratamento da hipertensdo arterial com perindoprii (PER),
hidroclorotiazida (HCTZ) e indapamida (INDA) apds 12 semanas reduziu a
pressao arterial casual sistdlica e diastolica (p<0,0001 vs. basal), bem como as
medidas obtidas pela MAPA (p<0,0001 vs. basal), mas sem diferengas entre os
tratamentos (GLM).

A Tabela 6 mostra os valores medianos e interquartis observados apés 12

semanas de tratamento anti-hipertensivo.
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Tabela 6. Pressdes arteriais casuais e obtidas pela MAPA por grupos, apos
12 semanas de tratamento anti-hipertensivo

Parametro PER HCTZ INDA p
N=29 N=33 N=32

Pressdes casuais
PAS, mm Hg 135 (120-144) 131 (124-145) 140 (130-150) 0,32

PAD, mm Hg 80 (80-90) 79 (80-90) 87 (80-91) 0,71
MAPA
PAS, mm Hg 123 (115-134) 118 (116-130) 125 (112-130) 0,15
PAD, mm Hg 81 (72-85) 75 (70-82) 73 (69-80) 0,33

Valores expressos como medianas e interquartis. Anti-oxLDL = anticorpos anti
LDL oxidada. MAPA = monitorizacdo ambulatorial da pressao arterial, dados

obtidos para os valores medianos em 24 horas.

4.7. Parametros lipidicos obtidos ap6s tratamento anti-hipertensivo

O tratamento anti-hipertensivo por 12 semanas n&o modificou os
parametros lipidicos, mas os niveis de colesterol total permaneceram mais baixos
no grupo INDA em relagcdo ao grupo PER (GLM medidas repetidas, p<0,05).
Entretanto, valores mais elevados de apolipoproteina B foram observados em
relagcao ao periodo basal (p<0,02, GLM, medidas repetidas).

A Tabela 7 mostra os valores medianos e interquartis para os valores

lipidicos obtidos 12 semanas apés o tratamento anti-hipertensivo.
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Tabela 7. Parametros lipidicos obtidos apés 12 semanas de tratamento anti-

hipertensivo

Parametro PER HCTZ INDA p
N=29 N=33 N=32
Colesterol total 215 (173-243) 202 (175-229) 184 (162-211) 0,05
LDL-C 117 (95-147) 125 (96-150) 118 (91-129) 0,63
HDL-C 47 (40-57) 45 (39-60) 46 (41-62) 0,88
Triglicérides 121 (78-181) 126 (99-169) 111 (75-156) 0,39
Apo B 113 (91-129) 107 (95-119) 97 (77-111) 0,18
Apo A1 131 (122-151) 127 (111-145) 129 (110-148) 0,36

Valores expressos por medianas e interquartis em mg/dL; apo = apolipoproteina;
valores de ftriglicérides foram log transformados. Valores de colesterol total no
grupo INDA < grupo PER (p<0,05, GLM medidas repetidas).

4.8. Parametros bioquimicos nao lipidicos obtidos ao final do tratamento

A Tabela 8 contém os valores medianos e interquartis observados para
parametros bioquimicos nao lipidicos.

Os parametros observados ao final do tratamento nao diferiram entre os
grupos, mas foram observados valores mais baixos de potassio (p<0,005),
aumento nos valores de creatinina (p<0,05), diminuigdo dos niveis plasmaticos de
TBARS (p<0,05), quando comparados aos valores basais (GLM para medidas

repetidas).
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Tabela 8. Parametros bioquimicos nao lipidicos apés 12 semanas de

tratamento anti-hipertensivo

Parametro PER HCTZ INDA p
N=29 N=33 N=32
Saédio, mEq/L 140 (139-141) 140 (138-143) 140 (138-141) 0,24
Potassio, mEq/L 4,0 (3,7-4,5) 3,8 (3,5-4,2) 3,9 (3,5-4,1) 0,11
Ca"™, mmol/L 1,2 (1,1-1,2) 1,1 (1,1-1,2) 1,1 (1,1-1,2) 0,53
Creatinina, mg/dL 0,9 (0,8-1,1) 0,9 (0,8-1,1) 1,0 (0,9-1,1) 0,42
Glicose, mg/dL 88 (83-101) 92 (84-104) 89 (78-98) 0,29
HbA1c, % 5,5 (5,1-5,9) 5,5 (4,9-6,1) 5,5 (5,3-5,9) 0,98
TBARS, pmol/mL 1,3 (0,9-1,8) 1,4 (0,9-2,0) 1,3 (0,9-1,7) 0,60
PCRas, mg/L 0,4 (0,3-0,6) 0,4 (0,3-0,9) 0,4 (0,2-0,5) 0,12

Valores expressos por medianas e interquartis em mg/dL; ca™ = célcio ionizado;
HbA1c = hemoglobina glicada; TBARS = substéncias reativas ao acido

tiobarbiturico; PCRas = proteina C reativa de alta sensibilidade.

4.9. Modificagées na vasorreatividade de acordo com o tratamento anti-
hipertensivo

A Figura 1 mostra a significante melhora na fungdo endotelial, estimada
pela DMF, com o tratamento anti-hipertensivo, sem diferengas pela terapia
especifica instituida.

A dilatacao independente do endotélio, estimada pela dilatacdo vascular
apos nitrato (DMN) mostrou tendéncia para maiores valores ao final do tratamento,

mas sem diferencas pelo tratamento anti-hipertensivo instituido (Figura 2).
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Figura 1. Dilatacado mediada pelo fluxo (DMF) de acordo com o tratamento
anti-hipertensivo no periodo basal e ao final de 12 semanas.

Box-plots da dilatagdo percentual mediada pelo fluxo (DMF) no periodo basal e
apos tratamento. A DMF aumentou apds 12 semanas do tratamento, sem
diferengas entre os grupos (p<0,0005 vs. basal, GLM para medidas repetidas).
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Figura 2. Dilatagao vascular independente do endotélio (DMN) por tratamento
anti-hipertensivo

Box-plots da dilatacao percentual obtida apds dinitrato de isossorbida no periodo
basal e apds tratamento. A dilatagdo independente do endotélio, estimada pela
vasorreatividade apos nitrato sublingual ndo foi modificada pelo tratamento anti-

hipertensivo instituido (p=0,99 entre grupos; p=0,09 basal vs. final).
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4.10. Efeitos do tratamento anti-hipertensivo nos titulos de anticorpos para
LDL oxidada

A terapia anti-hipertensiva se acompanhou de aumento nos titulos de
anticorpos para a LDL oxidada (anti LDLox), mas nao houve diferengas entre os

tratamentos instituidos (Figura 3).

Anticorpos anti LDLox, IR
g
—
—
|
—

[T T IE o
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N= 28 27 2 3 30 30
1,00 2,00 3,00

Grupos

Figura 3. Titulos de anticorpos anti-LDL oxidada no periodo basal e apés 12
semanas de tratamento anti-hipertensivo

Box-plots para os anticorpos anti-LDL oxidada mensurados no basal e apds 12
semanas de tratamento anti-hipertensivo, expressos em IR (indice de reatividade).
Valores com 12 semanas > valores basais (p<0,005, GLM dados repetidos), mas

sem diferengas entre os tratamentos instituidos (p=0,37, GLM dados repetidos).
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4.11. Correlagées com anticorpos anti LDL oxidada

Na condicdo basal, dentre todas as variaveis analisadas, observamos
correlagao positiva entre os titulos de anticorpos anti LDL oxidada com a idade e
valores obtidos para a pressao arterial sistdlica casual (sentado), e correlagao
negativa com o peso, indice de massa corporea e circunferéncia abdominal
(Tabela 9).

Ao final do tratamento, observamos correlacdo positiva dos anticorpos da
LDL oxidada com a idade e apolipoproteina A1 e correlagdo negativa com indice
de massa corporea, circunferéncia abdominal e frequéncia cardiaca obtida pela
MAPA nas 24 horas e no periodo vigil (Tabela 10). De forma interessante, n&o
observamos correlagdo com a dilatagcdo mediada pelo fluxo ou com os valores de

TBARS, nem na condig&o basal ou ao final do tratamento (Tabela 10).

Tabela 9. Correlag6es com anticorpos anti LDL oxidada no basal.

Parametro correlagéao p

Idade 0,284 0,007
indice de massa corpérea - 0,252 0,017
Circunferéncia abdominal - 0,246 0,020
Célcio ionizado - 0,260 0,014
Glicose 2h p6s TOTG 0,244 0,020
Proteina C Reativa alta sensibilidade - 0,213 0,044

Correlacdes obtidas pelo teste de Pearson.
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Tabela 10. Correlagdées com anticorpos anti LDL oxidada apés 12 semanas

de tratamento anti-hipertensivo.

Paréametro correlagao P

Idade 0,286 0,007
indice de massa corpérea - 0,290 0,006
Apolipoproteina A 1 0,231 0,032
Frequéncia cardiaca 24h MAPA - 0,237 0,041
Frequéncia cardiaca vigil MAPA - 0,257 0,026

Correlagdes obtidas pelo teste de Pearson.

4.12. Regressao linear para os anticorpos anti LDL oxidada

No periodo basal, as variaveis que fizeram parte de nosso modelo foram:
idade, indice de massa corporea (IMC), calcio ionizado, glicemia de 120 minutos
apos teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e proteina C reativa de alta
sensibilidade (PCRas) todos correlacionadas na analise univariada.

Em nosso modelo de regressao liner, permaneceram significantemente
associadas com os titulos de anticorpos anti LDL oxidada (variavel dependente) as
seguintes variaveis: IMC, célcio ionizado e glicose de 120 minutos (TOTG) (Tabela
11).

Tabela 11. Regressao linear para os titulos de anticorpos anti LDL oxidada

no basal

Paréametro Coeficiente beta P
IMC - 0,056 0,006
Calcio ionizado - 1,612 0,018
Glicose 120 minutos 0,004 0,034

Regressao linear p <0,0001. Coeficientes obtidos para os titulos de anticorpos anti

LDL oxidada na condig¢ao basal.
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Tabela 12. Regressao linear para os titulos de anticorpos anti LDL oxidada

apos 12 semanas de tratamento anti-hipertensivo

Parametro Coeficiente beta P
IMC - 0,065 0,001
FC Vigil (MAPA) - 0,091 0,045

Regressao linear p < 0,001. Coeficientes obtidos para os titulos de anticorpos anti

LDL oxidada na condi¢ao de 12 semanas apods tratamento anti-hipertensivo.
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5. DISCUSSAO

A principal contribuicdo deste estudo foi a de mostrar um precoce aumento
nos titulos de anticorpos anti-LDL oxidada decorrente do tratamento da
hipertensao arterial.

A hipertensao arterial constitui a principal causa de morte em todo o0 mundo
e notadamente em nosso pais’?. Entretanto, a verdadeira base fisiopatoldgica para
a ocorréncia destas mortes decorre de complicagdes aterotrombodticas nestes
pacientes, tanto coronarianas como cerebrovasculares’.

Neste sentido, nosso estudo mostrou que a hipertensao arterial, mesmo em
estagio inicial, sem outros fatores de risco classicos, como hipercolesterolemia,
diabetes mellitus ou tabagismo esta associada com modificacbes oxidativas da
LDL, que determinam por sua vez a formacdo de anticorpos para estas
lipoproteinas modificadas.

Com o controle pressoérico, baseado no uso de diuréticos tiazidicos ou de
inibidor da enzima conversora da angiotensina, notamos um aumento significante
nos titulos destes anticorpos, sugerindo menor consumo dos mesmos.

Hoje a teoria moderna da aterosclerose inclui modificagdo oxidativa
principalmente da LDL, determinando respostas inflamatérias e imunes que
caracterizam a formacao e deposicédo de imunocomplexos na intima vascular’.

As LDLs modificadas formam complexos que incluem anticorpos anti-LDL
oxidada e outras proteinas inflamatérias, como a proteina C reativa’.

Assim, a hipertensdo tem sido descrita como uma condig&o inflamatoria,
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sendo os aumentos dos niveis de pressao arterial associados de forma
progressiva com aumento nos titulos de marcadores inflamatérios como a proteina
C reativa de alta sensibilidade °"*®"®. De forma interessante, este aumento na
prevaléncia de valores aumentados da proteina C reativa ja sdo maiores desde o
estagio pré-hipertensivo®. De fato, nesse estudo demonstrou-se que mesmo em
pacientes normotensos, o desenvolvimento da hipertensao arterial ao longo do
tempo foi associado a aumento dos titulos de proteina C reativa na condigéo
basal.

Nosso estudo focalizou novos aspectos da resposta imune. Mostramos que
o controle da presséao arterial, pela MAPA e pela pressado casual foi associado a
modificacdes dos titulos de anticorpos da LDL oxidada. E possivel que o aumento
destes titulos, precocemente observado (trés meses) possa refletir o menor
consumo dos mesmos na formagdo de imunocomplexos a serem depositados na
intima vascular, pela menor oxidacao de lipoproteinas.

De fato, observamos declinio nos niveis plasmaticos de TBARS, sugerindo
diminuicdo da peroxidacdo lipidica. Ao mesmo tempo, verificamos que o
relaxamento dependente do endotélio, baseado nos estudos de dilatagdo mediada
pelo fluxo, também apresentou significante melhora, confirmando que este
aumento nos titulos de anticorpos esteja associado a uma condi¢ao clinica mais
saudavel.

De forma conjunta, postulamos que a medida dos anticorpos da LDL
oxidada possa se constituir em um novo marcador bioquimico da efetividade de
nossa intervengao durante o controle da presséao arterial. Isto constitui uma nova

visdo da doenca hipertensiva, baseada ndo apenas na redugdo dos mm Hg, mas
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no controle do estado oxidativo da LDL, possivelmente um fator crucial da
aterosclerose e desfechos cardiovasculares associados a hipertensao arterial.

O estudo descortina outras importantes observacdes, como os efeitos do
tratamento com diferentes agentes anti-hipertensivos, mostrando que nestes
pacientes, sem outras co-morbidades associadas, o controle da pressao per se
pareceu suficiente para modificar o estado imune de anticorpos da LDL oxidada,
de forma independente a escolha do agente anti-hipertensivo inicial, seja um
diurético tiazidico, ou um bloqueador do sistema renina angiotensina. E possivel
que para outros subgrupos de pacientes, como os portadores de diabetes mellitus
ou de sindrome metabdlica, os bloqueadores do sistema renina angiotensina
possam ser mais eficientes pelo maior espectro de beneficios metabdlicos, mas
nos pacientes do estudo, sem estas condi¢gdes, o controle pressérico per se foi o
principal determinante do beneficio, ndo apenas na resposta imune, mas na
diminuicao dos titulos de TBARS ou para a melhora da fungao endotelial.

A presenca de hipertensao arterial determina ativacédo de uma cascata de
estimulos inflamatdrios, 0os quais se associam a geragdo de espécies reativas de
oxigénio, que determinam oxidagdo da LDL’®, levando a captacdo destas pelos
macrofagos. A degradacéo da particula constitui um estimulo imunoestimulatério,
imunogénico e estimula a producdo de anticorpos circulantes que podem ser
mensurados no plasma. Assim, quantificamos estes anticorpos livres, ainda nao
complexados com a LDL oxidada ou com outras proteinas como a proteina C
reativa 61-67, 77-79.

Com o declinio da pressado arterial, existe reducdo destes estimulos

inflamatérios para a oxidacao da LDL.
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Outra caracteristica do estudo foi a criteriosa selecdo dos pacientes. Para
testarmos nossa hipotese de resposte imune adaptativa induzida pelo estado
hipertensivo seria importante contarmos com pacientes sem uso atual de
medicamentos. Neste sentido fomos além, pois ndo apenas os pacientes nao
estavam em uso de anti-hipertensivos, mas aproximadamente a metade ndo havia
feito uso prévio deste tipo de medicagédo. Além disso, por excluirmos tabagistas,
diabéticos ou dislipidémicos, eliminamos fatores de confusédo na interpretacao de
resultados. Estes aspectos foram elogiados quando da submissdo de nosso
estudo aos revisores do American Journal of Hypertension que consideraram a
inclusdo de pacientes com estas caracteristicas da maior relevancia para

valorizagao dos achados obtidos.

Quais as implicagoes de nosso estudo?

A visdo moderna da aterosclerose sugere que de forma relativamente
independente aos fatores de risco presentes, seu desenvolvimento depende de
um processo inflamatorio, caracterizado no inicio pelo recrutamento de monécitos,
sua diferenciacdo em células inflamatérias na intima vascular, onde com
intensidade variavel adquire um fendtipo de sinalizagdo celular pré-inflamatério
associado com formacdo de regides vasculares de maior potencial para
complicacdes aterotromboéticas, as chamadas placas vulneraveis®. O que se
discute é a associacao da intensidade do processo inflamatério com o descontrole
de fatores de risco, entre os quais a hipertensao arterial.

E inegavel que alguns agentes farmacolégicos, principalmente

bloqueadores do receptor tipo 1 da angiotensina Il ou dos inibidores da enzima
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conversora da angiotensina, pelos efeitos ndo relacionados diretamente a redugéo
da pressédo arterial, como a diminuicdo do estresse oxidativo, melhora da
biodisponibilidade de 6xido nitrico ou pela reducdo de marcadores inflamatérios,
possam ser de grande valor para pacientes hipertensos, sobretudo aqueles com
maior intensidades destes fatores associados ao desenvolvimento da
aterosclerose, principalmente em longo prazo. Entretanto, verificamos que o
tratamento iniciado com hidroclorotiazida, indapamida ou perindopril,
apresentaram resultados similares na resposta imune, melhora da funcéo
endotelial ou em marcador de peroxidacdo lipidica, como também foram
semelhantes nas medidas de pressao arterial casual ou obtidas pela MAPA. Isto
mostra que um importante beneficio é alcangcado simplesmente pelo melhor
controle da pressao arterial. E mais, o estudo sugere que beneficios em longo
prazo possam ser alcangados pela redugado do consumo de anticorpos, refletindo
que a hipertensao arterial seja uma condi¢cao que deflagra resposta imune e que
estes anticorpos possam sinalizar mecanismos compensatorios, benéficos na
defesa de modificagbes oxidativas das LDL. E possivel especular que o
estabelecimento da hipertensédo arterial, de forma progressiva contribua para
modificagbes oxidativas da LDL e que durante certo tempo os anticorpos gerados
possam ser benéficos, determinando a formagao de complexos imunes que sejam
depurados da circulacdo. Todavia, com o desenvolvimento franco da doenca
hipertensiva, os estimulos podem ser de tal monta que esta formacao acelerada
destes complexos imunes acabe determinando maior deposicdo na intima
vascular, contribuindo para a aceleragéo da aterosclerose no paciente hipertenso.

Assim, com o controle efetivo da hipertensao arterial, como em nosso
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estudo pelo ajuste da medicagdo apds seis semanas de terapia inicial, este maior
controle possivelmente resulte em menor consumo de anticorpos pela menor
formagao de LDL oxidadas, o que pode ser sugerido pela redugao dos titulos de
TBARS. Com o tempo, é possivel que a reducdo do estimulo a formacédo de
anticorpos resulte em queda adicional nos titulos deste marcador, mas seria
necessaria a manutengdo de adequado controle pressoérico em longo prazo. De
fato, Shoenfeld et al 8!, demonstraram que estes complexos circulantes ndo sdo
deletérios, mas seus efeitos apenas aparecem quando depositados em tecidos.
Desta forma, nossa principal contribuicdo foi a de estabelecer um novo elo
entre a hipertensdo arterial, seu tratamento e a resposta inflamatéria imune-

mediada.

Limitagoes

Nosso estudo avaliou os efeitos da terapia anti-hipertensiva em periodo
relativamente precoce em pacientes em estagio 1 da hipertensao arterial. Os
efeitos da doenga hipertensiva e seu controle em estagios mais avangados da
doencga nao foram examinados. Da mesma forma, n&do foram avaliados os efeitos
do tratamento na presenca de comorbidades como insuficiéncia renal,
insuficiéncia cardiaca, ou na presenga de outros fatores de risco classicos como
tabagismo, hipercolesterolemia ou diabetes, como também n&o incluimos
pacientes de alto risco ou em prevencao secundaria da aterosclerose. Todos estes
aspectos constituirdo areas de interesse para melhor exame do tratamento da
hipertensao arterial e de beneficios de uma terapia especifica para alguns destes

subgrupos de pacientes e constituirdo novos aspectos a serem examinados em
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futuro proximo.

De forma interessante, embora o aumento dos titulos de anticorpos tenha
ocorrido em paralelo a diminuicdo da presséo arterial, reducdo de titulos de
TBARS e melhora da fungao endotelial, ndo encontramos correlagdes significantes
entre estas variaveis, seja na condigdo basal ou ao final do estudo. Mas este
aspecto surpreendente também encontra paralelo nos estudos de intervengao
hipolipemiante com estatinas, onde a redugdo de LDL n&o se correlacionou de
maneira significativa a reducéo de proteina C reativa de alta sensibilidade, seja em
valores absolutos ou percentuais, mas ambos foram associados a marcante

reducdo de desfechos cardiovasculares 2.

Perspectivas futuras

Este estudo amplia a importancia da hipertensdo arterial como doencga
complexa, reafirmando por um lado conceitos atuais que valorizam o melhor
controle pressoérico, mas de outro permite uma nova visdo da doenca,
possibilitando que os efeitos de seu tratamento sejam examinados em um
contexto ndo restrito aos mm Hg, mas envolvendo a resposta imune. Propomos
que os titulos de anticorpos possam se constituir em metas terapéuticas na
hipertensao arterial, 0 que devera ser examinado em situagdes ja mencionadas de
maior complexidade. Se os resultados se mostrarem uniformes uma proxima
etapa seria o desenvolvimento tecnolégico que permitisse com maior facilidade o
acesso a estas determinagdes, hoje ainda relativamente complexas e
demandando intenso trabalho desde a separagcdo das lipoproteinas a

determinacgao de anticorpos por ELISA.
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6. CONCLUSOES

Gerais
O tratamento anti-hipertensivo determinou reducado da peroxidacéo lipidica,

melhora da fungao endotelial e modificou a resposta imune a LDL oxidada.

Especificos

O perfil lipidico foi discretamente alterado pelo tratamento, observando-se
aumento nos niveis de apolipoproteina B, diminuicdo de potassio e aumento de
creatinina, todos de pequena magnitude e sem diferengas entre os tratamentos
baseados em perindopril, hidroclorotiazida ou indapamida.

Observamos aumento no titulo de anticorpos para a LDL oxidada ao final do
tratamento, sem diferengas entre os grupos. Este aumento de anticorpos ocorreu
em paralelo ao melhor controle pressérico, diminuicdo de TBARS e melhora da
vasodilatacdo mediada pelo fluxo, embora n&o tenha havido correlagbes
significativas entre estas variaveis, tanto na condicdo basal como ao final do
estudo. Entretanto, baixas correlagdes foram obtidas tanto no periodo basal como
apos o tratamento, com algumas variaveis laboratoriais e clinicas, sendo mais

consistente a associagdao com o indice de massa corporea.
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BACKGROUND

Oxidized lipoproteins and antioxidized low-density lipoprotein
(anti-oxLDL) antibodies (Abs) have been detected in plasma

in response to blood pressure (BP) elevation, suggesting the
participation of the adaptive immune system. Therefore, treatment
of hypertension may act on the immune response by decreasing
oxidation stimuli. However, this issue has not been addressed.
Thus, we have here analyzed anti-oxLDL Abs in untreated (naive)
hypertensive patients shortly after initiation of antihypertensive
therapeutic regimens.

METHODS

Titers of anti-oxLDL Abs were measured in subjects with recently
diagnosed hypertension on stage 1 (n =94), in primary prevention
of coronary disease, with no other risk factors, and naive of
antihypertensive medication at entry. Subjects were randomly
assigned to receive perindopril, hydrochlorothiazide (HCTZ), or
indapamide (INDA) for 12 weeks, with additional perindopril if
necessary to achieve BP control. Abs against copper-oxidized LDL
were measured by enzyme-linked immunosorbent assay.

Hypertension affects ~50 million people in the United States,
and up to 60% of the adult population is either prehypertensive
or hypertensive.l> Hypertension is considered an inflammatory
disease and several studies suggested that the adaptive immune
system contributes to blood pressure (BP) elevation.’=> Data
from the Third National Health and Nutrition Examination
Survey showed that C-reactive protein (CRP) and systolic BP
(SBP) were positively associated since the prehypertensive stage.®
In fact, low-grade inflammation in vascular tissue contributes
to the pathophysiology of hypertension. Guzik et al.* reported
that T cells modulate BP elevation caused by angiotensin II
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RESULTS

Twelve-week antihypertensive treatment reduced both office-based
and 24-h ambulatory BP measurements (P < 0.0005). The decrease

in BP was accompanied by reduction in thiobarbituric acid-reactive
substances (TBARS) (P < 0.05), increase in anti-oxLDL Ab titers

(P < 0.005), and improvement in flow-mediated dilation (FMD)

(P <0.0005), independently of treatment. Although BP was reduced,
we observed favorable changes in anti-oxLDL titers and FMD.

CONCLUSIONS

We observed that anti-oxLDL Ab titers increase after antihypertensive
therapy in primary prevention when achieving BP targets. Our

results are in agreement with the concept that propensity to
oxidation is increased by essential hypertension and anti-oxLDL

Abs may be protective and potential biomarkers for the follow-up of
hypertension treatment.

Keywords: angiotensin-converting enzyme inhibitor; antibodies;
blood pressure; diuretic; hypertension; oxidized LDL

Am J Hypertens 2009; xx:xxx-xxx © 2009 American Journal of Hypertension, Ltd.

and in response to sodium and volume challenges, by activat-
ing perivascular fat, which releases cytokines that promote
vasoconstriction.®

Hypertension is a known risk factor for atherosclerosis,
and acts promoting, facilitating, or permitting the oxida-
tion of low-density lipoprotein (LDL).” LDL from hyperten-
sive patients is more susceptible to oxidation in vitro, is more
promptly oxidized in vivo,8 and antibodies (Abs) against
modified LDL (antioxidized LDL (anti-oxLDL) Abs) could be
a suitable index of in vivo LDL oxidation.® This increased sus-
ceptibility could be secondary to angiotensin II stimulation. !
LDL particle can be modified by oxidation, aggregation, or
glycosylation, followed by additional changes by enzyme
activity leading to a complete disintegration of the particle,
where residues can be identified in plasma.'"!? Oxidized LDL
expresses antigenic epitopes that elicit an immune response.’
Oxidized lipoproteins and anti-oxLDL Abs have been detected
in human plasma and atheromas of patients with coronary
atherosclerosis, 3715 in hypertensive individuals® and in
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apparently healthy controls.!® It is not yet known whether
these Abs are only an indication of the oxidative status of
LDL or whether they contribute to atherogenesis. Thus, there
is controversy regarding the protective or pathogenic role of
these circulating autoantibodies.!” Ketelhuth et al. investigated
the Ab repertoire to oxLDL subfractions and observed higher
titers in stable than in unstable patients.'® We have previously
shown that anti-oxLDL Ab titers were higher in untreated
patients with hypertension, as compared to those after a recent
acute coronary syndrome, and hypothesized that the mecha-
nism could be related to consumption or diminished Ab pro-
duction due to the acute inflammatory state.'8

Here we evaluate the effects of BP lowering with different
antihypertensive agents on anti-oxLDL Abs. Although there
are several reports on the level of Abs related to hyperten-
sion, the effect of antihypertensive treatments on the immune
response is not completely explored.'®-2* Therefore, based
on the concept that there is a relationship between inflam-
mation and hypertension and that immune mechanisms can
be protective,”?>2¢ the immune response may be useful in
preventing or treating this disease. In addition, it will further
strengthen the causal link between immune mechanisms and
coronary disease. We hypothesized that BP control dramati-
cally changes the levels of anti-oxLDL Abs suggesting that it
could be used both as a marker for follow-up and as a potential
secondary treatment.

METHODS

Patients. Ninety-four middle-aged individuals of both genders,
with recently diagnosed arterial hypertension on stage 1 (ref. 2)
were included in the protocol. Hypertension was defined as the
average of three measurements of sitting BP >140 mm Hg for
SBP and/or 290 mm Hg for diastolic BP (DBP), obtained after
a 5-min resting period and repeated at 5-min intervals. White
coat hypertension was ruled out by 24-h ambulatory BP moni-
toring (ABPM) showing at least one measure (mean of 24-h
SBP or DBP) above the normal range.?”

Study design. This is a prospective intervention trial of hyper-
tensive subjects, naive of antihypertensive treatment at entry,
randomly assigned to receive perindopril 4mg angiotensin-
converting enzyme inhibitor (ACEI group), hydrochlorothi-
azide 25mg (HCTZ group), or indapamide 1.5mg (INDA
group) for 12 weeks in a blinded-fashion. If BP goal at 6 weeks
was not achieved, the patients of each therapeutic arm received
addition of perindopril (4 mg) for the following 6 weeks. Drugs
were coded and encapsulated before randomization and inves-
tigators were unaware of patients’ treatment arm.

Presence of other risk factors, such as smoking or diabetes
or, some treatment for them, hormone replacement therapy,
renal or hepatic dysfunction, any active inflammatory or infec-
tious disease was exclusion criteria.

This project was conducted at the Federal University of
Sao Paulo, was approved by the local ethics committee and
informed consent was obtained from all patients prior to
protocol initiation.
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Clinical parameters. Demographic and anthropometric data
were collected at baseline and end of study. A 12-lead electro-
cardiogram was performed at entry. An intermediate visit at
6 weeks was performed to assess BP control and to add perin-
dopril (4mg) to those patients who were not at goal. Twenty-
four-hour ABPM (Spacelabs 90207, Seattle, WA) was recorded
at baseline and after 12 weeks.

Blood sample collection. Twelve-hour fasting samples were
obtained for all patients at baseline and 12 weeks after
treatment.

Biochemistry, serum lipids, and apolipoproteins. Electrolytes
and creatinine were measured automatically, serum total cho-
lesterol, high-density lipoprotein cholesterol and triglycerides
were determined enzymatically (Opera Bayer, Germany) with
LDL-cholesterol estimated by the Friedewald equation when
triglycerides were <400 mg/dl. Glucose was assessed by enzy-
matic method and glycated hemoglobin A, .was measured using
high-perfomance liquid chromatography. Concentrations of
apolipoproteins were determined by nephelometry (Array 360
Beckmann, Germany).

Markers of inflammation. High-sensitivity CRP was meas-
ured by nephelometry (R100 Analyser, Behringer, Germany),
and plasma peroxidation was evaluated by the thiobarbitu-
ric acid-reactive substances (TBARS) assay, which measures
malondialdehyde.?®

Preparation of LDL and oxLDL. Blood was collected from one
fasting normolipidemic blood-donor volunteer, and EDTA-
plasma was obtained after centrifugation (1,000g, 4°C,
for 15min). Benzamidine (2mmol/l), gentamicin (0.5%),
chloramphenicol (0.25%), phenyl-methyl-sulfonylfluoride
(0.5mmol/1), and aprotinin (0.1unit/ml) were added to the
plasma. LDL fraction (1.006 < d < 1.063 g/ml) was isolated by
sequential ultracentrifugation (100,000, 4°C), using a 50Ti
rotor (L-8 ultracentrifuge; Beckman Instruments, Palo Alto,
CA), and thereafter dialyzed (4 °C) against phosphate-buftered
saline (PBS; pH 7.4), containing EDTA (0.01%). LDL prepa-
ration was sterilized by filtration through a 0.22-mm filter
(Milipore, Germany).

To obtain oxLDL, LDL was dialyzed overnight against
EDTA-free PBS, followed by incubation with CuSO, (2.5mol/l
per mg of LDL protein; 18 h; 37 °C). The oxidation process was
stopped by the addition of 1 mmol/l EDTA.2* This procedure is
standardized in our laboratory and results in a completely oxi-
dized LDL, as defined by both a plateau phase in the TBARS
assay and an increase in net negative charge.?®

Determination of anti-oxLDL Abs. To determine the Abs to
copper-oxidized LDL, we used our own established assay as previ-
ously described.!®2> Ninety-six-well microtiter plates were coated
with oxLDL (7.5 pg/ml; 50 ul per well) suspended in carbonate/
bicarbonate buffer (0.1 mol/l; pH 9.6) and left for sensitization
(4°C; overnight). After washing with PBS, the plate was blocked
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with gelatin (3%; room temperature; 24 h). Patients’ serum sam-
ples (50ul) were diluted (1:400) before they were added to the
wells. After incubation (2h), the plate was washed with PBS con-
taining Tween (0.05%) and horseradish peroxidase-conjugated
goat antihuman immunoglobulin G (IgG) solution (diluted
1:1,000 in PBS; Kirkegaard & Perry Laboratories, Gaithersburg,
MD) was added. After washing, 3,3’,5,5 -tetramethylbenzidine
(6.5% in dimethyl sulfoxide; Sigma), and H,O, (Sigma) diluted
in citrate/phosphate buffer (0.1 mol/l; 250 ul; pH 5.5) were added
(room temperature) as enzyme substrate. The reaction was
stopped by addition of H,SO, (2mol/l) and measured in terms
of optical density (A = 450 nm).

Because some imprecision in quantifying anti-oxLDL Abs by
the enzyme-linked immunosorbent assay method may occur,
IgG (10mg/ml; purified human IgG, Pierce Protein Research
Products; Thermo Scientific, Rockford, IL) and a buffer blank
(PBS) were used as controls to compensate intraplate variation.
Interplate imprecision in the enzyme-linked immunosorb-
ent assay was minimized by processing all the samples in the
same period, at the end of the clinical protocol. To minimize
false positive results due to cross-reactivity with antigen naive
epitopes, Ab titers were expressed as the index of reactivity,
calculated as index of reactivity = (ODSample - ODsample blank)
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(ODIgG - ODIgG blank)> Where IgG was used as a control. Samples
were run in triplicate and the variation within the triplicates did
not exceed 5% of the mean.

Endothelium-dependent and -independent vasorelaxation.
Vasoreactivity tests were performed in the morning after an over-
night fast, by an experienced ultrasonographer in accordance
with the Guidelines for the ultrasound assessment of endothe-
lial-dependent flow-mediated dilation (FMD) of the brachial
artery.?’ An ultrasound system (Sonos 5500; Hewlett-Packard-
Phillips), equipped with vascular software for two-dimensional
imaging, color and spectral Doppler ultrasound modes, internal
electrocardiogram monitor, and linear-array transducer (with a
frequency range from 7.5 to 12.0 MHz), was used. Image acqui-
sition, endothelial-dependent FMD, and endothelium-inde-
pendent dilation with isosorbide dinitrate (5mg; sublingual)
were assessed.”” The percent change in vessel diameter from the
baseline value was calculated to determine FMD or endotheli-
um-independent dilation. The intra- and intersonographer vari-
ability values were <1 and 2%, respectively.

Statistical analyses. All analyses were performed using the
Statistical Package for the Social Sciences software (17.0) for

Table 1| Clinical characteristics of the study population at baseline and 12 weeks after antihypertensive treatment

ACEl (n=29) HCTZ (n=33) INDA (n=32)
Variables Baseline 12 weeks Baseline 12 weeks Baseline 12 weeks P(bg) P(wq)
Age (years)? 57.0 — 56.0 — 59.5 — 0.370 —
IQR (49.0-62.5) (48.0-64.0) (50.0-66.7)
Male gender® 15 — 17 — 15 — 0.909 —
(%) (51.7) (51.5) (46.9)
Weight (kg)? 76.0 — 71.7 — 723 — 0.751 —
IQR (59.7-87.5) (62.5-80.7) (61.2-83.5)
BMI (kg/m?)? 27.0 = 27.0 = 28.3 — 0.837 —
IQR (24.9-32.1) (25.6-31.6) (24.2-32.2)
Waist circumference (cm)? 95.0 — 94.0 — 96.0 — 0.666 —
IQR (86.5-106.5) (85.0-100.5) (88.0-106.0)
HR (bpm)© 80.0 78.0 78 74.0 78 74.0 0.586 0.134
IQR (72.0-87.0) (72.0-78.7) (68-81) (69.0-82.0) (74-86) (70.0-82.0)
SBP (mmHg)¢ 150.0 135.0 150.0 130.7 153.8 140.0 0.324 <0.0005
IQR (142.5-164.2) (120.2-144.3) (140.0-160.0) (123.6-145.0) (141.8-160.0) (130.0-150.0)
DBP (mm Hg)*¢ 90.0 80.0 90.0 793 91.3 86.5 0.712  <0.0005
IQR (90.0-98.5) (80.0-90.0) (89.3-92.5) (80.0-90.0) (89.5-98.6) (80.0-90.5)
24-h SBP (mm Hg)c'd 127.0 123.5 131.0 118.0 131.0 125.5 0.153  <0.0005
IQR (118.0-142.0) (115.0-134.3) (124.0-142.5) (116.0-130.0) (119.3-143.0) (112.0-129.7)
24-h DBP (mm Hg)<4 82.0 80.5 83.0 75.0 79.0 73.0 0.327 <0.0005
IQR (77.5-89.5) (71.7-84.7) (75.5-90.0) (70.0-82.0) (70.0-86.3) (69.0-79.7)
FMD (%)°¢ 7.3 9.3 8.3 9.0 6.7 9.2 0.718 <0.0005
IQR (4.3-10.3) (6.3-11.2) (5.8-10.1) (7.2-11.7) (5.0-10.2) (6.7-12.3)
EID (%)¢ 11.1 134 12.6 124 13.0 134 0.989 0.089
IQR (9.0-14.7) (9.8-17.0) (10.1-15.9) (10.2-17.2) (9.5-15.3) (9.8-16.8)

P < 0.05. ACEI: perindopril group; HCTZ: hydrochlorothiazide group; INDA: indapamide group.

ABPM, ambulatory blood pressure monitoring; ACEI, angiotensin-converting enzyme inhibitor; bg, between groups; BMI, body mass index; bpm, beats per minute; DBP, diastolic blood
pressure (mean values); EID, endothelial independent dilation; FMD, flow-mediated dilation; HCTZ, hydrochlorothiazide; HR, heart rate; INDA, indapamide; IQR, interquartile range

(median values); SBP, systolic blood pressure (mean values); wg, within group.

2Analysis of variance. Py2-test. “General linear model, repeated measures. 9Log-transformed variables.
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Table 2| Laboratory parameters of the study population at baseline and 12 weeks after antihypertensive treatment

ACEl (n=29) HCTZ (n=33) INDA (n=32)

Variables Baseline 12 weeks Baseline 12 weeks Baseline 12 weeks P(bg) P(wg)

Total cholesterol (mg/dl) 205.0 215.0 198.0 202.0 185.0 184.0 <0.05 0.196

IQR (185.5-228.0) (172.5-242.5) (169.5-209.5) (175.5-228.5) (161.0-209.7) (162.0-211.0)

HDL-C (mg/dl) 47.0 47.0 44.0 45.5 47.5 46.0 0.879 0.273

IQR (41.0-56.5) (40.0-56.5) (38.0-58.5) (39.5-59.7) (39.3-60.0) (41.0-62.0)

LDL-C (mg/dl) 126.5 117.0 110.0 125.0 115.0 118.0 0.634 0.367

IQR (111.0-148.7)  (95.3-146.5)  (84.0-136.5)  (96.0-150.0)  (93.5-134.5)  (91.0-129.5)

Triglycerides? (mg/dl) 110.0 121.0 126.0 108.0 111.0 0395 0.233

IQR (84.5-189.0)  (78.0-181.5)  (76.0-188.5)  (98.5-169.5)  (73.3-142.5)  (75.0-156.0)

Apolipoprotein Al (mg/dl) 128.0 131.5 127.0 127.0 120.5 1285 0363 0.110

IQR (110.0-146.0) (122.3-151.0) (113.0-142.5) (111.5-145.0) (104.0-146.3) (110.3-148.0)

Apolipoprotein B100 (mg/dl) 101.0 113.0 92.8 107.0 88.7 96.5 0.184 <0.05

IQR (89.5-123.5) (91.1-128.5) (77.2-111.5) (94.8-119.0) (68.9-117.0) (76.9-111.0)

Sodiumion? (mEg/1) 140.0 140.0 142.0 140.0 141.0 140.0 0.236  0.052
(138.0-142.0) (139.0-141.5) (140.5-143.0) (138.0-143.0) (139.3-143.0) (138.0-141.0)

Potassium ion (mEq/l) 4.20 4.0 4.10 338 4.00 39 0.107 <0.005
(3.85-4.50) (3.7-4.5) (3.75-4.40) (3.5-4.2) (3.80-4.30) (3.5-4.1)

Calciumion (mEq/l) 1.16 1.18 1.15 1.15 1.17 1.15 0.535  0.220
(1.11-1.22) (1.13-1.21) (1.07-1.18) (1.11-1.21) (1.08-1.22) (1.09-1.20)

Creatinine (mg/dl) 1.0 0.90 0.90 0.9 1.00 0420 <0.05
(0.8-1.1) (0.80-1.05) (0.9-1.1) (0.80-1.10) (1.0-1.2) (0.85-1.10)

Glucose (mg/dl) 93.0 88.0 87.0 92.0 87.5 89.0 0293 0918
(81.0-104.0)  (83.0-101.0) (84.0-96.5) (84.3-104.0) (76.0-95.0) (78.0-98.0)

Glycated hemoglobin (%) 54 5.5 5.5 54 5.5 0.980 0.330
(5.0-5.7) (5.1-5.9) (5.1-5.9) (4.9-6.1) (5.1-5.7) (5.3-5.9)

TBARS? (Lmol/ml) 1.54 1.33 1.44 1.19 1.58 1.35 0.599 <0.05
(0.87-2.07) (0.90-1.83) (0.91-1.96) (0.75-1.51) (0.92-2.18) (0.87-1.68)

hsCRP (mg/I) 0.41 0.39 0.46 0.41 0.48 0.38 0.119  0.888
(0.27-0.56) (0.27-0.59) (0.28-0.99) (0.31-0.86) (0.27-0.99) (0.23-0.47)

Anti-oxLDL Abs? (IR) 1.69 1.83 1.75 2.04 1.54 1.77 0.371 <0.005
(1.21-2.15) (1.28-3.25) (1.26-2.45) (1.53-2.59) (1.29-1.99) (1.30-2.30)

P < 0.05. ACEL: perindopril group; HCTZ: hydrochlorothiazide group; INDA: indapamide group. General linear model, repeated measures.
ACEl, angiotensin-converting enzyme inhibitor; Anti-oxLDL Abs, Anti-oxLDL autoantibodies; bg, between groups; HCTZ, hydrochlorothiazide; hsCRP, high-sensitivity C-reactive protein;
INDA, indapamide; IQR: interquartile range (median values); TBARS: thiobarbituric acid-reactive substances; wg, within group.

2Log-transformed variables.

Windows. Numerical data were expressed as median values
and interquartile range, or means and s.e.m. are presented.
Categorical variables were expressed as number of subjects and
percent values. Variables with non-Gaussian distribution were
log-transformed for comparisons. In descriptive statistics,
analysis of variance-Tukey test was used for independent sam-
ples, and Pearson’s )?-test was used for categorical variables.
A general linear model with repeated measures was used to
compare the effects of treatments within and between groups.
Pearson’s or Spearman’s correlation coefficients were tested.
A P value of <0.05 was considered significant.

RESULTS

Baseline characteristics of the study population

Demographic characteristics, clinical parameters and labora-
tory results are presented in Tables 1 and 2. Subjects in the
ACEL HCTZ, or INDA groups were comparable regarding
body weight, body mass index (BMI), waist circumference,

heart rate (HR), office-based, and 24-h ABPM measurements
of SBP and DBP.

Endothelium-dependent and independent dilation of the
brachial artery at baseline were not different between groups.
However, FMD was marginally impaired. Laboratory variables
were similar among groups of treatment, except for total cho-
lesterol and sodium ion (Table 2). Titers of anti-oxLDL Abs
and values for other inflammation markers (high-sensitivity
CRP, TBARS) were also comparable in the three groups at
baseline.

Effect of BP-lowering treatment

Twelve weeks after the antihypertensive treatments with ACEI,
HCTZ, or INDA, there was a decrease in SBP and DBP office
(P < 0.0005 vs. baseline) and also in BP measurements obtained
by 24-h ABPM (P < 0.0005), with no differences regarding
treatment (Table 1). Forty-nine patients (52%) had addition of
perindopril (4 mg) at week 6 in order to achieve BP targets.
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Figure 1 | Box-plots showing medians, interquartiles and 95% confidence interval for (a) systolic blood pressure (SBP), (b) diastolic blood pressure (DBP),

(c) flow-mediated dilation (FMD), (d) thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS), and (e) anti-oxLDL Abs at baseline and 12 weeks after antihypertensive
treatment with angiotensin-converting enzyme inhibitor (ACEI), hydrochlorothiazide (HCTZ), or indapamide (INDA). ACEI: perindopril (4 mg); HCTZ:
hydrochlorothiazide (25 mg); INDA: indapamide (1.5mg) P < 0.05, baseline vs. 12 weeks; general linear model (GLM): repeated measures. ACEl = HCTZ = INDA.

Table 3 | Percent changes in blood pressure, anti-oxLDL Abs,
and FMD after treatment compared to baseline

Variable ACEI HCTZ INDA P

SBP -12.0(1.5) -12.1(1.2) —-8.0(1.9) 0.099
DBP -8.3(1.7) -9.1(1.1) —5.5(1.8) 0.229
Anti-oxLDL Abs 15.8(7.6) 17.2(6.6) 13.8(6.5) 0.939
FMD 34.9(10.6) 32.8(10.9) 51.9(243) 0673

Data are means and s.e.m. P >0.05; Analysis of variance. ACEl: perindopril group; HCTZ:
hydrochlorothiazide group; INDA: indapamide group.

ACEl, angiotensin-converting enzyme inhibitor; anti-oxLDL Abs, antioxidized low-
density lipoprotein antibodies; DBP, diastolic blood pressure; FMD, flow-mediated
dilation; HCTZ, Hydrochlorothiazide; INDA, Indapamide; SBP, systolic blood pressure.

Box-plots showing medians, interquartiles and 95% confi-
dence interval for SBP and DBP at baseline and 12-week are
presented in Figure 1a,b.

FMD was improved after BP reduction (P < 0.0005 vs. base-
line), without differences between treatment arms (Table 1
and Figure 1c). Conversely, the effect of nitrate on vasorelaxa-
tion was not affected by BP control (Table 1).

Decrease in creatinine and potassium ion levels and increase
in apolipoproteins B were observed. The type of treatment did
not affect other lipid parameters or glucose levels (Table 2).

There was a decrease in lipid peroxidation as measured by
the TBARS assay after BP lowering (P < 0.05). High-sensitivity
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CRP remained unchanged, with values in the normal range
since baseline (Table 2). Figure 1d shows baseline and 12-week
distribution of TBARS.

Interestingly, BP control following a 12-week period of anti-
hypertensive treatment was accompanied by increase in anti-
oxLDL Ab titers (P < 0.005 vs. baseline), with no difference
between groups regarding therapeutic regimen (Table 2 and
Figure le).

When assessing percent change in SBP and DBP, anti-oxLDL
Ab titers, and FMD from baseline values, it was observed that
endothelial function was improved and Ab titers increased as
BP and TBARS levels decreased. Similar results were exhibited
by all treatment groups (Table 3). However, there were no sig-
nificant correlations between anti-oxLDL Ab titers (or change
in this marker after treatment) and the other variables (at base-
line, end of study, and percent changes) (data not shown).

DISCUSSION

Our results clearly show that anti-oxXLDL Ab titers increased
shortly after BP lowering with ACEI, HCTZ, or INDA in a sam-
ple population with high BP, who was previously naive of anti-
hypertensive treatment and without other known risk factors.
Moreover, this study strengthens the possibility that increase in
the anti-oxLDL Ab titers is protective against atherosclerosis.
A recent study from our group has pointed out to a difference
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between the anti-oxLDL Ab titers in two different clinical sce-
narios: patients with metabolic syndrome after a recent acute
coronary syndrome and stable individuals with hyperten-
sion.!® Other studies,'®% suggested that anti-oxLDL Ab titers
in unstable patients were lower than in stable ones. These lower
levels could be related to increased consumption of Abs due
to either an inflammatory response occurring in the circula-
tion or a decreased production as a result of deficient immune
capacity.!® Holvoet et al.>! showed that high plasma levels of
malondialdehyde-modified LDL are present in individuals
with stable coronary artery disease and in those with unsta-
ble angina. However, he could not differentiate these two sub-
groups. If we assume that there should be stronger stimuli for
LDL oxidation in plaque instability, the decrease in anti-oxLDL
AD titers could be related to formation of immune complexes,
their presence in the arterial wall, or even their elimination. Part
of the difference resides in the complex nature of the antigen
(i.e., oxLDL) that will induce a polyclonal Ab response. Part of
these Abs could be protective and another part could aggravate
the disease.>> However, the close correlation observed between
the in vivo levels of circulating or tissue-fixed oxLDL or degree
of lesion strongly supports the hypothesis that elevated titers of
anti-oxLDL Abs may be protective against atherosclerosis.

The nature of the hypertensive disease seems to be much
more complex than a simple elevation in BP measurements,
involving a milieu of vascular, cell, humoral, and inflammatory
alterations that ultimately lead to the disease itself, promoting
activation of the inflammatory cascade, generation of reactive
oxygen species, which end up enhancing LDL oxidation,®
and leading to macrophage uptake of oxLDL.!? The degraded
particle isimmunostimulatory,** immunogenic, and stimulates
production of autoantibodies to LDL and a series of cytokines.
These Abs circulate and form complexes with oxLDL and
CRP) and titers of remaining-free Abs can be measured in the
plasma. There is a decrease in reactive oxygen species after BP
is lowered and therefore fewer stimuli for LDL oxidation. In
the present study, these known phenomena can be inferred
from both the observed decrease in TBARS and increase in
FMD. Thus, it is reasonable to assume that the consumption of
anti-oxLDL Abs would decrease, enabling uncomplexed Abs
to increase in the plasma. Shoenfeld et al. have indeed demon-
strated that these circulating complexes are not harmful, and
their effects only appear when deposited in tissues.!”

Endothelial function was mildly impaired in our naive
hypertensive subjects. Oxidized LDL may contribute to
atherosclerosis progression by enhancing endothelial injury
and by inducing foam cell generation and smooth muscle pro-
liferation.>® We observed similar reductions in BP with ACEI,
HCTZ, or INDA. These changes elicited short-term improve-
ment in endothelial function and decreased plasma peroxida-
tion, as measured by reduction in the TBARS, thus showing
that BP control improves other biological parameters related to
the risk of atherosclerosis. In previous studies from our group,
we have shown attenuation of experimental atherosclerosis
in the cholesterol-fed rabbit model®> and in alloxan-induced
type 1 diabetes®® by using ACEI, quinapril. Other studies have
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shown reduced LDL peroxidation in hypertensive patients as
well as in the apolipoproteins E-deficient mice, and a decrease
in experimental atherosclerosis®” following inhibition of angi-
otensin II formation by ACEIs, blocking of the angiotensin
IT type 1 receptor, and using the latter in combination with
statins.3® This confirms the importance of renin-angiotensin
system activation on atherogenesis and the possibility of its
reversal with renin-angiotensin system blockade.

Because risk factors were excluded, our population was rela-
tively homogeneous and other biases related to LDL modifi-
cation and immune-response activation were avoided. In
addition, because our patients had stage 1 hypertension and
were naive of antihypertensive therapy at baseline, we were
able to individually evaluate the effect of BP control on anti-
oxLDL AD titers. Recent studies have evaluated the potential
therapeutic role of anti-oxLDL autoantibodies either through
active or passive immunization,!® shedding light into immune
modulation as novel approaches to treat patients with athero-
sclerosis and cardiovascular disease.

Limitations and future directions

Our study has limitations for the TBARS assay is relatively insen-
sitive and does not give a conclusive picture of the oxidative
state of LDL based on the presence of malondialdehyde adducts.
Another issue is the quantification of immune complexes and
free Abs. OxLDL does not only constitute one antigen, but a large
amount where some react with haptens (e.g., malondialdehyde),
some with lipid or lipid-associated antigens, some with proteic
antigens either linear or conformational. These questions need to
be answered when more defined epitopes are available. However,
these circulating immune complexes are not in themselves harm-
ful, causing damage only if they are deposited in tissues.!”

The role of the immunoglobulin M anti-oxLDL Abs has been
completely assessed.> Natural pre-existing immunoglobulin M
Abs have been suggested to play a role. These are mainly directed
against carbohydrates and glycolipids. However, because the
anti-oxLDL response is likely to be a secondary response as
Abs always are present reacting against protein epitopes, and
that protective Abs can be generated through vaccination,!”-2®
we speculate that the most important subclass is IgG. Therefore,
the further delineation of IgG specific Ab epitopes may be future
directions of investigation in this fascinating field.

In conclusion, our results are novel and show that human
IgG type anti-oxLDL Abs increase shortly after BP control.
This effect on the immune response, including anti-oxLDL Ab
elevation, seems to be protective since we observed decreased
lipid peroxidation and improved endothelial function, known
to favorably affect atherosclerosis. These results support the
concept that hypertension increases the propensity to LDL
oxidation and indicate anti-oxLDL Abs as potential markers in
the follow-up assessment of hypertension treatment.
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