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Resumo

Fundamento: A hipertensao arterial (HTA) representa um grande fator de risco de morbidade e mortalidade
cardiovascular. Ainda nao se sabe que mecanismos moleculares especificos estao associados ao desenvolvimento de
hipertensao essencial.

Objetivo: Neste trabalho, analisamos a associacao entre expressaio mRNA de monécito LRP1, expressao de proteina
LRP1, e espessura intima-média de carétida (EIMC) de pacientes com hipertensao essencial.

Métodos: A expressao mRNA de mondcito LRP1 e os niveis de proteina e EIMC foram quantificados em 200 individuos
mexicanos, sendo 91 normotensos (NT) e 109 hipertensos (HT) A significancia estatistica foi definida em p < 0,05.

Resultados: O grupo de pacientes HT tinha EIMC maior altamente significativa em comparacao com os pacientes
NT (p = 0,002), e isso esta relacionado ao aumento na expressio mRNA de LRP1 (6,54 versus. 2,87) (p = 0,002) e
expressao de proteina LRP1 (17,83 versus 6,25), respectivamente (p = 0,001). Essas diferencas foram mantidas mesmo
quando dividimos nossos grupos de estudo, levando em consideracao apenas aqueles que apresentavam dislipidemia
na expressao de mRNA (p = 0,041) e de proteinas (p < 0,001). Também se identificou que a inducao de LRP1 mediada
por LRP1 em mondcitos em de maneira dependente de dose e tempo, com diferenca significativa em NT versus HT
(0,195 = 0,09 versus 0,226 * 0,12, p = 0,046).

Conclusao: Foi encontrado um aumento em EIMC em individuos com hipertensao, associada a expressoes de proteina
LRP1 e mRNA mais altas em mondcitos, independente da presenca de dislipidemia em pacientes HT. Esses resultados
que a upregulation de LRP1 em mondcitos de pacientes hipertensos mexicanos poderia estar envolvida na diminuicao
da EIMC. (Arq Bras Cardiol. 2021; 116(1):56-65)

Palavras-chave: Monécitos; LRP1; mRNA; Hipertensao/epidemiologia, México; Espessura Intima Média Carétida.

Abstract

Background: Arterial hypertension (HT) represents a major risk factor for cardiovascular morbidity and mortality. It is not yet known which
specific molecular mechanisms are associated with the development of essential hypertension

Objective: In this study, we analyzed the association between LRPT monocyte mRNA expression, LRP1 protein expression, and carotid intima
media thickness (cIMT) of patients with essential hypertension.

Methods: The LRPT monocyte mRNA expression and protein levels and cIMT were quantified in 200 Mexican subjects, 91 normotensive (NT)
and 109 hypertensive (HT). Statistical significance was defined as p < 0.05.
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Results: HT patients group had highly significant greater cIMT as compared to NT patients (p=0.002) and this correlated with an increase in
the expression of LRPT mRNA expression (6.54 vs. 2.87) (p = 0.002) and LRP1 protein expression (17.83 vs. 6.25), respectively (p = 0.0001).
These differences were maintained even when we divided our study groups, taking into account only those who presented dyslipidemia in both,
MRNA (p = 0.041) and proteins expression (p < 0.001). It was also found that Ang Il mediated LRP1 induction on monocytes in a dose and
time dependent manner with significant difference in NT vs. HT (0.195 = 0.09 vs. 0.226 + 0.12, p = 0.046).

Conclusion: An increase in cIMT was found in subjects with hypertension, associated with higher mRNA and LRP1 protein expressions in
monocytes, irrespective of the presence of dyslipidemias in HT patients. These results suggest that LRP1 upregulation in monocytes from Mexican
hypertensive patients could be involved in the increased cIMT. (Arq Bras Cardiol. 2021; 116(1):56-65)

Keywords: Monocytes; LRP1; mRNA; EIMC; Hypertension/epidemiology; Mexico; Carotid Intima Media Thickness.

Introducao

A hipertensao arterial (HTA) é uma doenga cronica e
multifatorial que constitui um problema grave de satde
publica.' A hipertensao raramente causa sintomas em estagios
iniciais; é uma assassina silenciosa, causando aterosclerose
acelerada, dano a 6rgaos importantes, incapacidade e morte
por doencas cardiovasculares.?

Lesoes ateroscleréticas incluem células endoteliais
alteradas, monécitos circulantes, migragao de células
musculares lisas vasculares (CMLV), e desenvolvimento de
células espumosas.® O endotélio alterado permite a entrada e
retengdo de lipoproteina de baixa densidade (LDL) na camada
intima.* Quando o LDL esta preso na intima arterial, ele passa
por alteragoes tais como oxidagao e agregagao, o que facilita
a captagao por mondcitos-macréfagos da intima e (CMLV),
por meio de seu reconhecimento por receptores de LDL nao
classicos.” Esses receptores nao sao regulados por colesterol
e permitem uma captagao em massa de LDL modificado que
causa actimulo lipidico intracelular.

A proteina-1 relacionada a receptor de lipoproteina de
baixa densidade (LRP1), que é uma proteina transmembrana
multiligante® pertencente a familia LDLR. Ela é expressa em
diferentes células semelhantes a neurdnios, fibroblastos,
células tumorais, hepatécitos, células musculares lisas
vasculares, e mondcitos e macrofagos.”® Sabe-se que ela
participa na captagdo do LDL modificado®e é tem expressao
excessiva em placas ateroscleréticas em modelos animais e
humano.’®"

Além disso, a expressao de genes de LRP1 é aumentada
em células mononucleares de pacientes com obstrugao
corondria."'* Em mondcitos e macréfagos, a LRP1 contribui
para a captagao do LDL modificado agregado.'*'* Entretanto,
os efeitos da hipertensao na expressao de LRPT em humanos
nao sao exatamente conhecidos. Portanto, a obtencao de
mondcitos circulantes possibilitou o estudo dos mecanismos
de sua participacao na formagao de placa aterosclerética.' De
outra forma, o EIMC é considerado um excelente marcador
nao invasivo de doenca cardiovascular, e foi associado
a aterosclerose e fatores de risco cardiovascular'”'® e a
prevaléncia de doenca cardiovascular, provando que é dtil
no diagnostico de aterosclerose.'?" Conforme mencionado
acima, o objetivo deste trabalho era o estudo de niveis de
LRPT e mRNA e de expressao de proteina e mondcitos de
pacientes com hipertensao arterial essencial, e sua correlagao
com a espessura fntima-média de carétida.

Full texts in English - http://www.arquivosonline.com.br

Métodos

Populacao e Modelo do Estudo

Um total de 200 individuos mexicanos nao relacionados
(109 pacientes diagnosticados com hipertensao, e 91
individuos normotensos) foram recrutados no Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chéavez”. Os critérios de
inclusao de ambos os grupos eram: terem nascido no México e
ser descendente de pelo menos 3 geragdes anteriores, ter mais
de 40 anos de idade, e concordar em participar do estudo,
assinando o consentimento informado. Os controles eram
individuos aparentemente saudaveis, assintomdticos, sem
histérico familiar de hipertensdo ou doenga cardiovascular
prematura, com pressao sanguinea <120/80 mmHg. Para
o grupo de hipertensos, os individuos tinham pressao
sanguinea =140/90 mmHg ou ja tinham sido diagnosticados
anteriormente com hipertensdo essencial. O critério de
exclusao foi sofrer de uma doenca degenerativa cronica. Todos
os participantes responderam a questionarios padronizados e
validados para obter informagoes sobre seu histérico familiar e
médico, consumo de dlcool e tabagismo, habitos alimentares,
e atividade fisica.

O comité de ética do Instituto Nacional de Cardiologia
“Ignacio Chavez” aprovou o projeto. Os pacientes preencheram
formuldrios de consentimento informado antes do estudo.
Todos os procedimentos estavam de acordo com a Declaragao
de Helsinki de 1975, conforme sua revisao de 2013.

Medicoes Antropométricas

Os individuos selecionados passaram por medigbes
antropométricas para determinar suas alturas em metros (m)
e seus pesos em quilogramas (kg). A pressao sanguinea foi
medida utilizando-se um esfigmomandmetro de mercirio,
em conformidade com as recomendagdes do VII Comité
Nacional Conjunto para Prevengao, Detecgao, Avaliagdo, e
Tratamento de Pressao Sanguinea Alta JNC VII).

Espessura da intima-média da Artéria Carétida

Um especialista em resolucao de ultrassonografia avaliou
a espessura intima-média de carétida (EIMC). Todas as
medigoes foram realizadas com o ultrassom A Sonosite
Micromax acoplado a um transdutor linear de alta resolucao e
multifrequéncia. As medigoes foram feitas na carétida comum
ap6s exame de uma secdo longitudinal de 10 mm a 2 cm
de distancia da bifurcacao. A parede anterior ou proximal e
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na parede posterior ou distal foram medidas nas projegoes
lateral, anterior e posterior, seguidas de um eixo perpendicular
a artéria, para discriminar duas linhas: uma para a interface
intima-sangue, e outra na interface média-adventicio. Cinco
medicdes foram obtidas da carétida direita, e 5 da carétida
esquerda, usando valores médios (EIMC média) e maximos
(EIMC méxima), automaticamente calculados pelo software. A
EIMC foi considerada anormal com valores maiores ou iguais
ao 75 percentil por idade e sexo.??

Determinacoes Bioquimicas

Foram coletadas amostras de sangue apds 12 horas
de jejum. Foram medidos: glicemia, colesterol total (CT),
triglicérides (TG), e colesterol de lipoproteina de alta
densidade (HDL-C) em amostras frescas (plasma em jejum),
usando procedimentos enzimaticos padronizados em um
analisador Hitachi 902 (Hitachi Ltd, Téquio, Japao); o
colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) foi
estimada utilizando-se a férmula de DeLong et al.?* Todos os
testes passaram por um esquema de controle de qualidade
externo (Lipid Standardization Program, Center for Disease
Control em Atlanta, GA, EUA).

As concentragoes de soro Ang Il foram avaliadas por
eletroforese na zona capitar conforme descrito anteriormente.
Os niveis totais de proteina C reativa de alta sensibilidade total
(PCR-as) foram determinados pela imunonefelometria em um
nefeldometro BN Pro Spec (Dade Behring Marburg GmbH,
Alemanha). Os valores de variacao de coeficiente (VC) entre
ensaios foram < 6% para todos esses ensaios. O colesterol
nao HDL (nao HDL-C) foi calculado subtraindo-se o HDL-C
do colesterol total. O valor de dislipidemia foi definido de
acordo com fatores de risco cardiovascular convencionais:
(TC) =200 mg/dL e/ou HDL-C < 40mg/dL /ou LDL-C =130
mg/dL e/ou TG =150mg/dL.

Separacao de Monaécito de Sangue Periférico

O sangue integral coletado em tubos com EDTA foi diluido
1:1 com heparina PBS 1Xx-1%; em seguida, foi adicionado
Histopaque 1077 (10771, Sigma-Aldrich). As células
sanguineas mononucleares periféricas (CSMP) foram obtidas
da faixa branca central do gradiente ap6s a centrifugacao. Em
seguida, os mondcitos foram obtidos pelo enriquecimento
direto das células CD14+ pelo sistema de classificacao
magnética (MACS; Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Alemanha). Uma aliquota de 1 mL de reagente Tripure™
(Roche Molecular Biochemicals) foi adicionada para coletar
os monocitos. As células foram armazenadas a -80 °C.

Linha Celular de Cultura THP-I

Células de leucemia monocitica humana foram mantidas
em uma cultura em suspensao de meio RPMI-1640 (Gibco-
BRL) contendo 2 mM de glutamina, 25 mM HEPES, 1,5 g/L
de bicarbonato de sédio, 50 U/mL de penicilina, e 50 ug/mL
de estreptomicina (Sigma), suplementados com 10% soro fetal
bovino (SFB), a 37°C, em 5% CO2. Células THP-1 paradas
foram pré-incubadas com Ang Il (1 umol/L) para aumentar
os periodos de analise dos efeitos da Ang Il na expressao de
LRP1 nos mondcitos. A dose de angiotensina Il foi selecionada
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com base em estudos prévios em nosso grupo e oferece
uma concentracdo de plasma de angiotensina Il de forma
semelhante ao reportado em pacientes com hipertensao.?

Extracao de RNA e Sintese de cDNA

O RNA total foi extraido utilizando o Reagente de
isolamento Tripure™ (Roche Molecular Diagnostics,
Indianapolis, EUA), de acordo com as instrugoes do fabricante.
O rendimento e a qualidade do RNA foram avaliados com
eletroforese de gel de agarose 1%; RNA foi armazenado a
-80 °C até serem analisadas. A reacao de transcrigao reversa
foi realizada utilizando-se 1 ug do RNA total para sintese
de cDNA de acordo com o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (Applied Biosystems Foster City, CA, EUA).
O cDNA foi armazenado a -80 °C.

Ensaios de Expressao Génica

A expressao génica de LRP1 (Hs00233899_m1) eHPRT
(Hs99999909_m1) (gene endégeno) foram realizadas via uma
reagdo em cadeia de polimerase de transcrigao reversa em tempo
real e semiquantitativa (RT-PCR), utilizando-se um kit comercial.
A “Expressao Génica TagMan” foi realizada utilizando-se 1 ul de
produtos de transcrigao reversa misturados com 10 ul de TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA), 1 ul 20x ensaios em 8 ul de dgua sem nuclease. Depois
de misturar ligeiramente, a mistura foi transferida para uma
microplaca de PCR de tempo real, utilizando o equipamento
7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems).

As condicbes usadas foram: 50°C por 2 min e 10 min
a 95°C, seguido de 40 ciclos a 95°C por 15s, e 60°C por
Tmin. Os niveis de expressao foram medidos em duplicata
e os valores de ciclo de limiar [Ct] foram determinados e
normalizados usando a expressao génica endégena (HPRT).

Analise Western Blot

A proteina total foi isolada de mondcitos, utilizando-
se o Reagente de isolamento TriPure™ (Roche Molecular
Diagnostics, Indiandpolis, EUA), de acordo com as instrugoes
do fabricante. A proteina foi quantificada utilizando-se o
Ensaio proteico Pierce BCA (Thermo Scientific, Waltham,
MA, EUA). Valores equivalentes de proteina total (25 ug)
foram carregados em gel SDS-poliacrilamida a 10% (v/v) sob
condigoes de redugao. As amostras foram eletrotransferidas
para membranas de nitrocelulose, que estavam saturadas em
temperatura ambiente T h em TTBS (20 mM Tris—HCI, pH 7,5,
500 mM NaCl, 0,01% Tween 20 e 5% de leite desnatado).
Foram realizadas andlises de western blot utilizando
anticorpos monoclonais especificos contra a LRP1T humana
(85kDa -chain, clone 8B8 RDI 61067, diluicao1:40) e os
anticorpos secundarios correspondentes (1:10.000 diluigao;
Dako; Glostrup, Dinamarca). O software QuantityOne
(Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) foi usado para quantificar as
faixas presentes nas membranas via densitometria, e foram
detectados utilizando o reagente de detecgdo ECL Prime
Western Blotting (Amersham). Os niveis de expressao foram
medidos em duplicata e normalizados pela comparacao com a
concentragao de controle de proteina de carga. Os resultados
foram expressos como unidades de intensidade arbitréria.
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Analise Estatistica

Os dados foram analisados usando o software SPSS v19
(SPSS Inc. Chicago EUA). Os resultados foram expressos
como média = desvio padrao (DP) em variaveis continuase
as variaveis categéricas foram expressas em porcentagem. O
teste usado para avaliar a normalidade foi o Shapiro-Wilk. A
comparagao entre grupos foi realizada usando o teste t Student
ndo pareado para varidveis continuas e teste qui-quadrado
para varidveis categoricas. A analise de correlagao foi feita
de acordo como método de Pearson. Regressdes logisticas
mdiltiplas foram usadas para explorar as associagoes entre a
expressao de EIMC e LRP1. Os dados sao apresentados como
razdo de chance (RC), com um intervalo de confianga de
95%. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. O tamanho da amostra foi calculado usando
a referéncia de Schulz 2002."* De acordo com proporgoes
de amostras independentes levando em consideracao uma
incidéncia de gene de LRP1 de aproximadamente 0,08 nos
casos e 0,02 nos controles, com um A = 0,06, e um poder
estatistico de 95%, p <0,05. De acordo com a seguinte
férmula, nosso valor de n foi = 70.

2
piqi
poqo
(pi—po)’

po= Probabilidade de que a expressao de LRP1 ocorra
em €asos

poqo| zo.+zp

n=—

qO0= Probabilidade de que a expressao de LRP1 nao
ocorra em casos

pi= Probabilidade de que a expressao de LRP1 ocorra
em controles

qi= Probabilidade de que a expressao de LRP1 ndo ocorra
em controles

1,96= valor <0,05

1,28= poder (0,84)

(0.08)(0.92)
((0.08) —(0.02))*

(0.8)(0.92) {1.96+1.2

o P(0.02)(098) ]"'
n=

Resultados

Caracteristicas da Populagao do Estudo

Uma populagao de 200 individuos mexicanos foi estudada,
sendo que 91 eram individuos normotensos (NT), e 109
eram hipertensos (HT). As caracteristicas bioquimicas e
antropométricas da populagdo estudada sao mostradas na
Tabela 1. Da populagao total, 62,5% eram mulheres, e 37,5%
eram homens. Idade, indice de massa corporal (IMC), EIMC,
HDL-C, proteina C reativa, Angl, e indices de LDL-C/HDL-C,
TC/HDL-C, TG/HDL-C apresentaram estatisticas diferentes
entre os grupos. Esses parametros foram mais altos no grupo

dos hipertensos, em comparagdo com o grupo normotenso,
exceto para os niveis de HDL-C, que foram mais baixos
no grupo dos hipertensos. A prevaléncia de obesidade foi
19,8% no grupo dos normotensos e 44,1% in no grupo dos
hipertensos. Quando foi feita a comparagao entre ambos os
sexos, com 0s mesmos parametros, nao foram encontradas
diferencas significativas. Também comparamos nossos grupos
de acordo com niveis de dislipidemia conforme ATP III.
Entretanto, houve apenas diferencas significativas em HDL-C
(=40 mg/dL), (NT= 16,5% versus HT= 32,7%, p=0,001) e
triglicérides (=150mg/dL) (NT= 42,7% versus HT= 57,3%,
p=0,001) (dados nao mostrados).

Correlacao entre Hipertensao e Expressao de LRP1 de
Mondcitos.

Com o objetivo de saber os niveis de mRNA e expressao
de proteina, foram realizadas analises em LRP1 para ambos os
grupos (Figura 1). Foram encontradas diferencas significativas
entre os grupos de NT e HT na expressao de mRNA (p=0,002)
e expressao de proteina (p=0,001). Portanto, quando os
individuos foram comparados em grupos de homens e
mulheres, uma diferenga significativa sé foi encontrar em LRP1
mRNA em nos individuos hipertensos. Houve uma expressao
excessiva no grupo das mulheres em comparagao com os
homens (p=0,044). Além disso, encontramos um aumento
na expressio de LRPT mRNA e proteina em individuos
dislipidémicos hipertensos, em comparacao com sujeitos
dislipidémicos normotensos (dados nao exibidos.

Por outro lado, para examinar se outros fatores, como
EIMC e Ang Il poderiam participar dos valores de pressao
sanguinea, analisamos essas varidveis (Tabela 2). Foi
encontrada uma diferenca significativa entre os grupos NT
e HT em relacdo a EIMC (p=0,002) e Ang Il (p=0,046),
respectivamente. Entretanto, quando dividimos o grupo de
acordo com o sexo, ndo encontramos diferencas em nenhum
dos parametros estudados.

Efeitos da Angiotensina Il nos Niveis de Expressao do
Monécito LRP1

Para estudar os efeitos da indugao de LRP1 mediada por
Ang Il nos mondcitos, a linha celular do monécito THP1
foi incubada com Ang Il por 4h e 8h, com concentragbes
de 1 e 10 uM. Na linha celular do monécito THP1, a
Ang Il aumentou a expressao de LPRT mRNA de maneira
dependente de dose e tempo, sendo mais evidente apds 8
horas de incubacao (Figura 2).

Associacao entre Expressao de LRP1 Monécitos e
Espessura intima/média da Carétida de Pacientes com
Hipertensao.

Para saber se havia uma relagao entre a espessura da EIMC
e expressao de LRPT mRNA e/ou expressao de proteina LRP1,
foram realizadas regressoes logisticas mdltiplas ajustadas
por perfil lipidico, idade e sexo (Tabela 3). Uma diferenga
significativa foi encontrada entre EIMC e os niveis de expressao
de LRPT mRNA (p=0,047) e os niveis de proteina LRP1
(p=0,039) em pacientes hipertensos.
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Tabela 1 - Caracteristicas antropométricas, clinicas e bioquimicas dos pacientes do estudo

Normotensos Hipertensos

Parametros (N=91) (N=109) p

Idade (anos) 46,0+11,35 50,36+11,57 0,007
Sexo (F/M) (%) 61,5/37,5 64/36 0,313
Peso (kg) 71,44£14,30 75,21£12,71 0,056
Altura (cm) 161,9949,81 159,39+9,06 0,057
BMI (Kg/m?) 26,92+4,06 29,36+3,77 <0,001
PSS (mmHg) 110,23+9,07 142,78+10,82 <0,001
DPS (mmHg) 69,90+75,85 91,9447,72 <0,001
EIMC (mm) 0,587+0,16 0,729+0,16 0,002
EIMC méx. (mm) 0,606+0,18 0,787+0,16 0,008
Colesterol total (mg/dL) 197,32+40,41 198,91+37,42 0,772
Triglicérides (mg/dL) 166,56+94,45 192,95+98,43 0,001
Log TG 2,16+0,22 2,234+0,19 0,010
HDL-C (mg/dIL) 52,51+13,25 46,66+13,59 0,002
LDL-C (mg/dL) 117,02+33,20 122,23+31,74 0,258
LDL/HDL 2,36+0,84 2,76+0,91 0,001
Né&o HDL-C 144,80+41,28 152,67+36,54 0,154
CT/HDL 3,96+1,20 4,50+1,26 0,003
TG/HDL 3,6242,73 4,65+3,21 0,017
Glicemia (mg/dL) 89,36+7,78 89,18+8,91 0,877
Proteina C reativa (mg/dL) 2,37+2,06 3,87+2,85 0,011
Tabagismo 1,830,38 1,67+0,51 0,491

Os valores séo expressos como = DP médio ou porcentagens de valore categoricos. O teste t Student ndo pareado e o teste qui-quadrado foram usados. IMC:
indice de massa corporal; PSS; Presséo sanguinea sistdlica; PSD: Pressdo sanguinea diastdlica; EIMC: espessura da intima-média da artéria carétida; EIM méx.:
Espessura intima-média méaxima; HDL-C: Lipoproteina de alta densidade; LDL-C: Lipoproteina de baixa densidade.

e b e e NT
LBae
- - . NT Mulheres

e NTHomens

.... HTA Mulheres
‘_' ‘- HTAHomens

~ Unidades Expressé&o de proteina LRP1
Nomalizado Expressdo de LRP1 mRNA Arbitrarias P P
por HPRT -

80 2501 |

6,0 200 |

40 = 15,0

. . . N

0,0 0,0

NT HTA NT Mulheres  NTHomens HTAMulheres HTAHomens e
+p=0,002 NT HTA NT Mulheres NT Homens HTAMulheres HTAHomens
*P=0,044 *P=0,001

Figura 1 - Quantificagdo da expresséo de LRP1 no total de individuos e dividida por sexo. (A) Comparagéo da expressdo de LRP1 em mondcitos de individuos
normotensos e hipertensos. Analise de PCR em tempo real da expressdo de LRP1 mRNA. Os dados foram processados com um software especialmente projetado,
baseado no valor Ct de cada amostra e normalizado por anélise western blot HPRT1 (B) mostrando a expresséo de proteina LRP1 em monécitos.
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Tabela 2 - Valores de EIMC e Ang |l divididos por sexo

NT NT HTA HTA
NT HTA P Mulheres Homens P Mulheres Homens P
EIM (mm) 0,568+0,16  0,715+0,16 0,002 0,553 £ 0,149 0,583+ 0,178 0,303 0,692+0,14  0,719+0,19 0,643
Ang Il (pmol/ml) 0,195+0,09 0,226 +0,12 0,046 0,200 +0,090 0,186 + 0,090 0,468 0,220+0,11  0,238+0,14 0,482

NT: Normotensos; HTA: Hipertensos; EIM: espessura da intima-média, Ang II: Angiotensina Il. Teste t Student néo pareado.

150

2.00
<Z’: —
¥l
EQ 15
T T
g
|
2 O
Lol el
o § 1o
U _—
wn @©
&L ow
w

0.00

0 ] 4 6
Angiotensina Il (M)

B 0 12

Figura 2 - Efeitos da angiotensina Il na expresséo de LRP1 em células THP1.

Portanto, uma regressao logistica ajustada para lipidios
foi realizada para analisar se a dislipidemia poderia
influenciar a associagdo entre LRP1 e EIMC em pacientes
hipertensos, (Tabela 3, Modelos 1-4). Foi encontrada entre
EIMC e expressao de LRPT mRNA com todo o conjunto de
parametros de lipidios: Modelo 1 (p=0,045), a associagao foi
mantida apds o ajuste de cada parametro lipidico: Modelo 2:
ajustado por colesterol total (p= 0,053), Modelo 3 ajustado
por triglicérides (p=0,049), Modelo 4 ajustado por HDL-C
(p=0,038), e Modelo 5 ajustado por LDL-C (p=0,052).

Entretanto, ndo observamos uma associacio entre EIMC
expressao de proteina LRP1 quando ajustamos o conjunto
completo de parametros lipidicos, Modelo 1 (P=0,066).
Entretanto, quando ajustamos cada parametro lipidico,
encontramos uma associagao Modelo 2: ajustado por
colesterol total (p= 0,040), Modelo 3 ajustado por triglicérides
(p=0,041), Modelo 4 ajustado por HDL-C (p=0,038), e
Modelo 5 ajustado por LDL-C (p=0,040).

Depois disso, fizemos uma regressao linear entre EIMC e
niveis de expressao ajustados por perfil lipidico e expressao de
proteina ajustada por perfil lipidico, uma correlagao positiva
entre essas varidveis foi mantida (Figura 3).

Discussao

Nossos resultados mostraram, conforme esperado, que
a EIMC média era mais alta nos individuos hipertensos.
Entretanto, esse valor foi associado de maneira importante
com a expressao excessiva de LRP1T nos mondcitos circulantes.

A EIMC é considerada um marcador de aterosclerose e um
indicador excelente de morte e eventos cardiovasculares.?®
Em pacientes hipertensos com doenca arterial coronariana, a
EIMC aumentada estd intimamente associada a aterosclerose.?’
Nossos dados mostram uma associagao forte entre hipertensao
e EIMC. Esses resultados estao de acordo com dados publicados
anteriormente em estudos realizados em pacientes e modelos
animais. Em um estudo envolvendo jovens com hipertensao
limitrofe (130-140/85-89 mmHg), observou-se um aumento
de EIMC nas artérias braquiais quando os pacientes foram
comparados com sujeitos normotensos; foram encontradas
associacoes entre EIMC e PSS ambulatorial de 24 horas.?”
Além disso, hipertensao, juntamente com diabetes e idade,
sao consideradas fatores prognésticos independentes para
hiperplasia da intima na artéria radial.?**° In Em um modelo
de animais com hipertensdo, foi relatado um espessamento
significativo da intima-média como causa direta da doenga.*"*2
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Tabela 3 — Associagao entre a expressao de LRP1 e EIMC ajustada
para parametros lipidicos em pacientes com hipertensao

mRNA RC [95% de IC] p

Ajuste [-] 0,308 [0,230 - 38,650] 0,047
Modelo 1 0,310 [0,340 - 38,887] 0,046
Modelo 2 0,303 [-0,280 - 38,511] 0,053
Modelo 3 0,308 0,131 - 38,832] 0,049
Modelo 4 0,312 10,150 - 38,33] 0,038
Modelo 5 0,301 [-0,181 - 38,19] 0,052
Proteina RC [95% de IC] p

ajuste [-] 0,312 [1,771 - 65,319] 0,039
Modelo 1 0,294 [-2,150 - 65,208] 0,066
Modelo 2 0,211 [1,544 - 65,637] 0,040
Modelo 3 0,313 [1,445 - 65,77] 0,041
Modelo 4 0,317 [2,020 - 66,015] 0,038
Modelo 5 0,313 [1,528 - 65,6689] 0,040

Modelo 1: ajustado por todos os pardmetros lipidicos. Modelo 2:
ajustado por colesterol total. Modelo 3: ajustado por triglicérides Modelo
4: ajustado por HDL-C. Modelo 5: ajustado por LDL-C. Anélise de
regressoes logistica multipla.

A hipertensao esta entre os principais fatores de risco na
etiologia da doenca vascular aterosclerética.**** Entretanto
0s mecanismos pelos quais a pressao arterial aumenta a
incidéncia de aterosclerose nao estao totalmente claros.
Estudos que focam em elucidar esses mecanismos tém uma
importancia critica. H4 uma associagao forte entre hipertensao
e a expressao de LRP1 na parede vascular de um modelo
com rato.*> A upregulation da LRP1 por hipertensao tem
consequéncias funcionais, ja que promove actimulo de lipidios
intracelular e, portanto, a formagao de células espumosas. A
hipertensao também tem um impacto alto na remodelagem
vascular, mudancas crénicas em forgas hemodindmicas, e
alteragOes estruturais na parede vascular.*®

Nossos resultados mostram a exposigdo excessiva em
mRNA e expressdo de receptor de LRP1T em mondcitos de
pacientes hipertensos. Nossos resultados também mostram
que Ang Il aumentou a expressao de LRP1 em culturas de
THP-1 de maneira dependente de dose e tempo. Portanto,
0 mecanismo pelo qual a pressao sanguinea alta poderia
regular a expressao de LRP1 poderia ser mediado pelo efeito
da angiotensina I, que é considerado um dos principais
mediadores de hipertensdo. Também se relatou que a
angiotensina induz a atividade dos fatores de transcrigao Sp/
Sp3, que estao envolvidos no reconhecimento do promotor
LRP1" causando a expressao excessiva em um nivel vascular
e favorecendo a formagao de células espumosas nas células
musculares lisas vasculares humanas.*

o
g
i ]
L]
=] _,./-"’f/-
Sl % s
E who
B’ oo i
= | o Tl
W Fo%°
L a1 ] Q
osal; (=] DD [
e}
d P=0,047
o r=0,308
5.' ¥ rI ."Zr'.C KI'J! lZI'J'. ‘a.'I!’.
Expressédo de LRP1 mRNA
(normalizado por HPRT)

1ot
g o
0 :
Ef_ U] . Dﬁ”ff
g I e
\L; e o 0 % W
g M
LU g it &
o % mﬁ Q °
) o
o
ar
N P=0,039
r=0,312
o' nm Py o W

Expressao de proteina LRP1
(unidades arbitrarias)

Figura 3 - Correlagéo entre EIM e niveis de expressdo de mRNA e proteina LRP1 ajustada por CT, TG, HDL-C e LDL-C. P<0,005 é considerado estatisticamente significativo.
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Além da angiotensina Il, o fluxo sanguineo age na fungao
e na estrutura do endotélio pela modulagdo da expressao
génica.’” As alteragbes funcionais que sao sofridas pelos
mondcitos devido as continuas mudangas em fluxo sanguineo
podem ter uma influéncia positiva na expressao do LRP1,
estimulando a captagdo de LDL e causando um aumento
na EIMC.

Além de uma alta prevaléncia da obesidade, a populagao
mexicana estd enfrentando um problema sério de
dislipidemia, que foi explicada por uma interagao de fatores
genéticos e ambientais.*®

Na analise de sujeitos com dislipidemia de acordo
com o risco cardiovascular convencional, observamos
um aumento na expressao de LRPT mRNA e de proteina
em individuos dislipidémicos hipertensos, o que poderia
significar que LRP1 tem expressao excessiva por hipertensao
independente da dislipidemia.

Estudos prévios mostraram que a concentracado de
proteina-1 relacionada a receptor de lipoproteina de
baixa densidade circulante soldvel (sLRP1) poderia estar
intimamente associado a hipercolesterolemia (LDL-C>200
mg/dL) e um efeito de upregulation de hipercolesterolemia
na expressao de LRP1 em células dos modelos in vitro e in
vivo da parede vascular.?* Em nossos resultados, apesar de
observarmos uma porcentagem alta de hipercolesterolemia
em individuos normotensos e hipertensos, nao foram
encontradas diferengas significativas entre ambos os grupos.
Uma explicacdo possivel sobre essas diferencas poderia ser:
a) a associacao entre sLPR1 e colesterol foi realizada em
populagdes hipercolesterolémicas (com hipercolesterolemia
grave); b) a LRP1 poderia ser expressa em uma variedade
de tecidos e a especificidade poderia ser diferente; em
nosso caso, medimos a expressao de LRPT em mondcitos;
c) as populagdes sdo muito diferentes, nosso estudo é
feito em uma mistura de indigenas americanos [65%],
europeus [31%], e africanos [3%], enquanto o deles foi feito
inteiramente com caucasianos.*

Nossos dados indicam que a expressao de LRP1 em
mondcitos de pacientes hipertensos esta correlacionada com o
aumento de EIMC. A regressao logistica ajustada mostra que a
correlagao entre EIMC e expressao de LRPT mRNA é mantida
mesmo apods o ajuste de parametros lipidicos. Entretanto,
essa associacdo foi perdida quando o ajuste foi feito com
proteina LRP1. Esses resultados podem ser explicados pelo
efeito positivo forte de LDL modificado sobre a estabilidade

da proteina LRP1.4"#? Portanto, a dislipidemia provavelmente
contribui para manter uma expressao de proteina LRP1T em
mondcitos alta em pacientes hipertensos. Isso poderia justificar
porque a associagao entre EIMC e expressao de proteina LRP1
apo6s o ajuste do perfil lipidico é perdida.

Conclusoes

Nossos achados permitem que sugiramos que o efeito da
hipertensdo na aterosclerose pode ocorrer pela expressao
excessiva de LRP1 em monécitos circulantes. A Ang Il induziu
a upregulation de LRP1 em mondcitos, e pode ter um papel
importante no aumento de EIMC associado ao fator de risco
cardiovascular indugao de progressao de lesao aterosclerdtica.
Esses resultados reforcam que a alta relevancia de expressao
excessiva de LRP1 na formagdo e na progressao de placas
ateroscleréticas em seres humanos.
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