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Resumo 

Introdução: Hipertensão arterial sistêmica é um dos principais fatores de risco 

para doença cardiovascular, que hoje constitui a principal causa de 

morbimortalidade no Brasil. Além das doenças macrovasculares, a hipertensão 

também está implicada na etiopatogenia de doenças microvasculares, a 

retinopatia hipertensiva. Alteração no calibre dos vasos da retina ocorre 

precocemente. Redução do calibre arteriolar e aumento do calibre venular 

associaram-se diretamente com incidência de doenças cardiovasculares e 

mortalidade por qualquer causa em grandes estudos de coorte. Estreitamento 

arteriolar é capaz de predizer incidência de hipertensão. Além do valor 

prognóstico, a visualização dos vasos da retina permite o estudo de alterações 

que podem ser atribuíveis, ao menos em parte, ao remodelamento 

microvascular sistêmico que ocorre em hipertensos, oportunizando estudá-las 

in vivo em seres humanos.  

O óxido nítrico é uma das principais substâncias vasoativas na retina, em parte, 

produzido através da enzima óxido nítrico sintase endotelial, codificada pelo 

gene NOS3. Polimorfismos nesse gene, especialmente o polimorfismo de único 

nucleotídeo G894T (Glu298Asp), associaram-se a aumento de risco de 

hipertensão e doença coronariana em algumas populações. Fatores genéticos 

têm grande importância na determinação do calibre vascular retiniano, mas o 

polimorfismo G894T do gene NOS3 nunca foi investigado como candidato. 

Adiponectina é um hormônio que aumenta a sensibilidade insulínica em 

diversos tecidos, melhorando perfil lipídico e glicídico, sendo associada a 

menor risco de diabetes mellitus e doença aterosclerótica na população geral. 
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Entre indivíduos com doença cardiovascular estabelecida e em idosos, no 

entanto, aumento de adiponectina plasmática associa-se a maior mortalidade. 

Estudos em indivíduos hipertensos sugerem que adiponectina é protetora 

contra arterioesclerose de grandes vasos e contra retinopatia hipertensiva 

avaliada por oftalmoscopia. A associação entre adiponectina e calibre vascular 

da retina, no entanto, ainda não foi investigada. 

Objetivos: O objetivo geral foi analisar a etiopatogenia das alterações 

microvasculares aferidas por calibre vascular retiniano, compostos por fatores 

de risco cardiovascular advindos da base epidemiológica e elementos 

moleculares oriundos de modelos experimentais. Para tal, desenvolveram-se 

modelos integrados de etiopatogenia das alterações microvasculares 

retinianas. Os objetivos específicos foram estudar, através dos modelos 

propostos, a associação entre o polimorfismo G894T do gene NOS3 e calibre 

vascular retiniano e a relação entre adiponectina plasmática e calibre dos 

vasos da retina. 

Métodos: Indivíduos de 18 a 80 anos encaminhados ao Ambulatório de 

Hipertensão, do Hospital de Clínicas de Porto Alegre, foram avaliados. Dados 

de monitorização ambulatorial da pressão arterial de 24 horas e medidas de 

consultório, informações sociodemográficas, história médica pregressa, 

medicamentos em uso e amostra de sangue para exames complementares e 

genótipo foram coletados. O calibre vascular foi aferido em retinografias 

digitalizadas, por método microdensitométrico. Genotipagem foi realizada com 

sistema TaqMan, e adiponectina total foi mensurada por ELISA.  
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Resultados: Para estudo do polimorfismo G894T, 175 indivíduos foram 

incluídos. Comparando-se os grupos GG vs. TT/TG, a média do calibre 

arteriolar foi 107,1 ±10,5 µm (n=85) vs. 106,8 ±9,4 µm (n=84; P=0,98), e a 

média do calibre venular foi 129,2 ±13,8 (n=89) vs. 129,6 ±14,9 (n=84; P=0,95). 

Preditores independentes de calibre arteriolar foram HbA1c (β=-0,224; 

P=0,004), colesterol total (β=-0,195; P=0,014) e fellow vessel. Índice de massa 

corporal (β=0,181; P=0,02), tabagismo (β=0,170; P=0,03), e fellow vessel foram 

preditores independentes do calibre venular. Nenhuma associação foi 

encontrada com o genótipo TT/TG. 

Para investigação de adiponectina, 172 indivíduos foram incluídos. Indivíduos 

com adiponectina abaixo da mediana apresentaram maior circunferência da 

cintura (102,0 ±10,0 vs. 98,6 ±11,8 cm; P=0,04), HbA1c (6,8±1,4 vs. 6,4±0,8%, 

P=0,008), e prevalência de diabetes (50,0 vs. 33,7%, P=0,03), e menor HDL 

(45,7±10,9 vs. 50,7±14,0 mg/dl, P=0,01). Calibre arteriolar associou-se 

diretamente com idade (β=0,183; P=0,03) e inversamente com HbA1c (β=-

0,211; P=0,01). Calibre venular foi maior entre homens do que mulheres 

(132,3±17,9 vs. 127,2 ±11,4; P=0.04). Na análise multivariada, adiponectina (β 

=-0,410; P<0,001) e HbA1c (β =-0,362; P=0,001) associaram-se inversamente 

com calibre arteriolar em indivíduos mais velhos. Entre os mais jovens, não 

houve associações significativas. Não foram identificados preditores 

independentes de calibre venular. 

Conclusões: Polimorfismo G894T do gene NOS3 não está associado com o 

calibre dos vasos da retina entre indivíduos hipertensos. A associação inversa 

entre calibre arteriolar e adiponectinemia sugere que essa seja marcadora de 

dano vascular e de mau prognóstico cardiovascular. Essa associação, no 
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entanto, restringe-se aos indivíduos com 60 a 80 anos.
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Abstract 

Background: Hypertension is a major cardiovascular risk factor, and one of the 

leading causes of morbidity and mortality in Brazil. Hypertension is associated 

with macrovascular as well as microvascular disease, including hypertensive 

retinopathy. Changes in retinal vascular caliber occur early in the clinical course 

of the disease. Narrower arterioles and wider venules are predictors of 

cardiovascular disease (CVD) and death in cohort studies. Arteriolar narrowing 

can also predict incidence of hypertension. Besides their prognostic 

significance, retinal vascular calibers allows direct in vivo visualization of 

pathological processes that may be at least partially attributable to the systemic 

arteriolar remodeling found in hypertensive subjects. 

Nitric oxide is a major vasoactive substance in the retina, and is mostly 

synthesized by endothelial nitric oxide synthase, coded by the NOS3 gene. 

Polymorphisms in NOS3, specially the single nucleotide polymorphism (SNP) 

G894T (Glu298Asp), have been related to increased risk of hypertension and 

coronary disease in some populations. Genetic factors are major determinants 

of retinal vascular caliber, but the SNP G894T has not been investigated to 

date. 

Adiponectin increases insulin sensitivity in many tissues, improving the 

carbohydrate and lipid metabolisms. It was associated with lower prevalence of 

diabetes mellitus and atherosclerotic disease in the general population. Among 

individuals with established CVD and also in older subjects, adiponectin has 

been associated with increased mortality. Regarding individuals with 

hypertension, it was demonstrated that adiponectin is associated with reduction 
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in arteriosclerosis and hypertensive retinopathy severity, assessed through 

ophthalmoscopy. The relationship between adiponectin and retinal vessel 

caliber has not been investigated. 

Objectives: We aimed to assess retinal microvascular findings in hypertension, 

assessed through retinal vascular caliber. We aimed to developing an 

integrative etiopathological model for retinal microvascular abnormalities. This 

model would include risk factors identified in epidemiologic studies and 

molecular factors based on physiopathological investigations. The specific goals 

were to investigate the association of the G894T SNP of NOS3 gene and retinal 

vascular caliber and the relationship of plasma adiponectin and vessel calibers 

through these models. 

Methods: Subjects 18 to 80 years old referred to the Hypertension Outpatient 

Clinic at Hospital de Clínicas de Porto Alegre were evaluated. Ambulatory Blood 

Pressure (ABP) monitoring and office blood pressure, socio-demographic 

characteristics, past medical history, and pharmacological treatment, as well as 

blood samples, were collected. Retinal vessel measurement was performed 

through microdensitometric analysis of retinographies. TaqMan system was 

used for genotyping and ELISA for total plasma adiponectin quantification.  

Results: One hundred seventy five subjects were included in the NOS3 study. 

Comparing GG vs. TT/TG groups, mean arteriolar caliber was 107.1 ±10.5 µm 

(n=85) vs. 106.8 ±9.4 µm (n=84; P=0.98); mean venular caliber was 129.2 

±13.8 (n=89) vs. 129.6 ±14.9 (n=84; P=0.95), respectively. HbA1c (β=-0.224; 

P=0.004), total cholesterol (β=-0.195; P=0.014), and fellow vessel were 

independent predictors of arteriolar caliber. Body mass index (β=0.181; 
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P=0.02), smoking (β=0.170; P=0.03), and fellow vessel were independent 

predictors of venular caliber. No association was found with TT/TG genotype. 

One hundred and seventy two individuals were included in the adiponectin 

study. Subjects under adiponectin median had larger waist circumference 

(102.0 ±10.0 vs. 98.6 ±11.8 cm; P=0.04), higher HbA1c (6.8±1.4 vs. 6.4±0.8%, 

P=0.008) and diabetes mellitus prevalence (50.0 vs. 33.7%, P=0,03), and lower 

HDL cholesterol (45.7±10.9 vs. 50.7±14.0 mg/dl, P=0.01). Arteriolar caliber was 

directly correlated with age (β=0.183; P=0.03) and inversely with HbA1c (β=-

0.211; P=0.01). Venules were wider among men than women (132.3±17.9 vs. 

127.2 ±11.4; P=0.04). In multivariate analysis, adiponectin (β =-0.410; P<0.001) 

and HbA1c (β =-0.362; P=0.001) were independently associated with arteriolar 

caliber among individuals 60 to 80 years old, adjusted for fellow vessel. Among 

subjects 27 to 59 years old, no independent predictors were identified. We 

found no independent predictor of venular caliber besides the fellow vessel. 

Conclusions: G894T SNP of NOS3 gene is not associated with retinal vessel 

caliber among patients with hypertension. The inverse association between 

adiponectin and arteriolar caliber suggests that it is a marker of vascular 

damage, and may indicate poor cardiovascular prognosis. This relationship is 

restricted to subjects 60 to 80 years old. 

 



1. Introdução 

 

Doenças não transmissíveis, como hipertensão arterial e suas complicações 

cardiovasculares, possuem origem multifatorial complexa (1). Incidem e evoluem 

clinicamente de acordo com fatores genéticos e epigenéticos, interagindo com 

exposições ambientais desde a gestação até a vida adulta através de diferentes vias 

(2). Investigações fisiopatológicas, muitas vezes, não capturam essa interação. 

Mesmo biologia de sistemas e medicina de redes, apesar de abordarem interações 

complexas, pouco têm a oferecer a respeito da interação do organismo e suas partes 

com fatores de risco ambientais e comportamentais, frequentemente identificados em 

estudos epidemiológicos.  

A proposta central dessa tese é apresentar um exemplo dessa integração na 

investigação exploratória de mecanismos fisiopatológicos. Para isso, o estudo das 

alterações microvasculares foi realizado através de retinografias de indivíduos 

hipertensos. A verificação de possíveis associações entre elementos moleculares e 

calibre dos vasos da retina foi realizada à luz de informações clínicas e 

sociodemográficas desses indivíduos. 

Essa integração foi obtida com o emprego de método de análise estatística 

desenvolvida em estudos epidemiológicos (3). Após o desenvolvimento de um 

quadro conceitual e a construção de um modelo teórico hierarquizado de potenciais 

determinantes do calibre vascular retiniano, avaliamos as associações de calibre dos 

vasos retinianos com polimorfismo do gene NOS3, codificador da enzima óxido 

nítrico sintase endotelial, e adiponectina plasmática. 
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Essa integração amplia a base do conhecimento sobre como biomarcadores e 

marcadores moleculares podem interagir com características sociodemográficas e 

clínicas. Possibilita também a interpretação da relevância da associação desses 

marcadores com o desfecho clínico em relação aos fatores de risco clássicos, o que 

pode contribuir para a avaliação da utilidade clínica de biomarcadores. Além disso, 

esse tipo de análise pode colaborar para a definição de futuras linhas de 

investigação fisiopatológica, a serem desenvolvidas em modelos experimentais. Essa 

abordagem constitui uma forma de pesquisa translacional, apesar do fluxo de 

informações ocorrer no sentido contrário ao mais frequentemente encontrado: da 

epidemiologia para o laboratório. 
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2. Revisão da literatura 

 

2.1 – Hipertensão e microcirculação 

 

2.1.1 – Hipertensão arterial: relevância como fator de risco cardiovascular 

 

Doenças não transmissíveis (DNTs), em especial doença cardiovascular (DCV), 

diabetes, câncer e doenças respiratórias crônicas, são as principais causas de morte 

e morbidade na maior parte dos países (4). No Brasil, estatísticas sugerem que 72% 

dos óbitos ocorridos em 2007 decorreram de DNTs (5). Entre as DNTs, a doença 

cardiovascular tem destaque, sendo a principal causa de óbito entre brasileiros. 

Apesar do declínio nas taxas desde 1996, em 2004, as DCV foram responsáveis por 

286 óbitos por 100.000 habitantes, segundo dados da Organização Mundial da 

Saúde (6). Elevação da pressão arterial associa-se com a incidência de acidente 

vascular encefálico hemorrágico e isquêmico e doença arterial coronariana, e os 

níveis de pressão arterial associam-se direta e continuamente – desde níveis tão 

baixos quanto 115/75 mmHg – com incremento do risco para essas condições (7). 

Estima-se que 13% de todos os óbitos ocorridos no mundo, em 2004, sejam 

atribuíveis à elevação da pressão arterial, definida como pressão sistólica ≥ 140 

mmHg e/ou pressão diastólica ≥ 90 mmHg, ou pelo uso de fármacos anti-

hipertensivos na presença de valores inferiores a esses (6). 
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Parte da importância da elevação da pressão arterial como fator de risco 

cardiovascular é atribuível à sua prevalência. Em 2008, a prevalência de hipertensão 

(HAS) autorreferida entre brasileiros era de 24,0% (IC 95% 23,7–24,4) entre 

mulheres e de 17,3% (17,0–17,6) entre homens com idade ≥20 anos (8). Em estudo 

de amostra representativa da população urbana de Porto Alegre, a incidência de 

hipertensão arterial foi estimada em 39 casos por 1000 pessoas-ano; entre 

indivíduos pré-hipertensos (PA sistólica 130-139 mmHg ou diastólica 85-89 mmHg) a 

incidência foi cerca de 80% em 10 anos (9). 

Além da relação com eventos macrovasculares, elevação da pressão arterial 

associa-se a dano microvascular, levando principalmente à doença renal crônica e à 

retinopatia hipertensiva. Hipertensão é o segundo diagnóstico primário mais 

frequente entre indivíduos com insuficiência renal crônica terminal, tanto prevalente 

quanto incidente, de acordo com estatísticas americanas (10). Em relação ao 

acometimento oftalmológico, durante 15 anos de seguimento da coorte de Beaver 

Dam, aproximadamente 14% dos indivíduos não diabéticos desenvolveram sinais de 

retinopatia – hemorragia retiniana, microaneurismas, exudatos duros e algodonosos, 

anormalidades vasculares intrarretinianas, neovasos sobre o disco óptico ou 

qualquer ponto da retina e hemorragia vítrea. Pressão arterial sistólica associou-se 

significativa e positivamente com o desenvolvimento de retinopatia, e indivíduos com 

HAS não controlada apresentaram hazard ratio (HR) de 2,07 (IC 95% 1,51-2,83) 

quando comparados aos indivíduos sem diagnóstico de HAS (11). A significância 

clínico-epidemiológica das anormalidades microvasculares da retina, extensivamente 

estudada, é revisada a seguir. 

 



5 
 

2.1.2 – Retina e Hipertensão: associações clínicas e epidemiológicas 

 

As repercussões microvasculares da elevação da pressão arterial, aguda ou crônica, 

podem ser percebidas ao exame de fundo de olho. Como exemplo de alterações 

agudas, pré-eclampsia (que frequentemente inclui queixas visuais) pode apresentar-

se com alterações como estreitamento arteriolar difuso, isquemia coroidal (12) ou 

descolamento de neurorretina (13). Os sinais da retinopatia hipertensiva decorrente 

de HAS sustentada incluem estreitamento arteriolar difuso, com subsequente 

alteração da razão arteríola-vênula (menor do que 1:3), arteríolas em fio de cobre e 

entrecruzamentos patológicos (refletindo alterações na parede dos vasos), 

hemorragias, exudatos duros (extravasamento de plasma com decorrente acúmulo 

de lipoproteínas, por incompetência endotelial) e exudatos algodonosos (isquemia 

retiniana). 

Observações sobre a relação prognóstica entre alterações do fundo de olho e 

hipertensão arterial foram registradas por Keith, Wegener e Barker em 1939 (14). A 

classificação proposta a partir do trabalho de Keith-Wegener-Barker divide a 

retinopatia hipertensiva em quatro estágios de acordo com a presença e gravidade 

dos sinais anteriormente descritos. As atuais classes I e II foram derivadas do estudo 

original, que não as detalhava dessa forma. Essa classificação, determinada por 

fundoscopia direta ou indireta, associa-se com risco de acidente vascular cerebral 

entre indivíduos hipertensos (15). No entanto, quando avaliadas por fundoscopia 

direta, não se associa linearmente com gravidade de hipertensão (16), e significativa 

variabilidade interobservador limita a utilidade dessa classificação na estratificação 

de risco de pacientes hipertensos (15).  
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Estudos epidemiológicos empregando métodos com alta reprodutibilidade na 

avaliação do fundo de olho apresentaram resultados consonantes com a observação 

inicial de Keith e colaboradores. Revisão sistemática com metanálise de dados 

individuais de 20.798 participantes não diabéticos incluiu estudos de base 

populacional que realizaram medidas automatizadas do calibre dos vasos da retina e 

que verificaram ocorrência de acidente vascular cerebral no seguimento. Após ajuste 

do modelo para idade, pressão sistólica, colesterol total, colesterol HDL, tabagismo, 

uso de anti-hipertensivos, doença coronariana prevalente e fellow vessel (vênula 

anatomicamente pareada à arteríola e vice-versa), o incremento de 20 µm no calibre 

venular associou-se a um HR=1,15 (1,05-1,25) para incidência de acidente vascular 

cerebral, enquanto calibre arteriolar não se associou de forma independente. A 

associação entre calibre venular e acidente vascular cerebral apresentou maior 

magnitude entre indivíduos com menos de 60 anos de idade [HR=1,36 (1,07-1,73)] e 

indivíduos sem hipertensão arterial [HR=1,23 (1,05-1,45)] (17).  

Considerando doença arterial coronariana fatal e não fatal, foi realizada metanálise 

dos dados de 22.159 indivíduos participantes de estudos que preenchiam os 

mesmos critérios de inclusão citados anteriormente. Entre mulheres, o incremento de 

20 µm no calibre venular apresentou HR=1,16 (1,06-1,26), enquanto a redução de 20 

µm no calibre arteriolar acarretou um HR de 1,17 (1,07-1,28), ajustados para idade, 

pressão sistólica, pressão diastólica, diabetes mellitus, índice de massa corporal 

(IMC), colesterol total, colesterol HDL, tabagismo, uso de fármacos anti-hipertensivos 

e fellow vessel. Entre homens, ajustando o modelo para os mesmos fatores 

confundidores, o calibre dos vasos da retina não se associou significativamente ao 

desfecho (18). 
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Calibres de vênulas e arteríolas apresentam padrão diferente de associação com 

desfechos cardiovasculares. Essas divergências foram atribuídas às particularidades 

dos processos fisiopatológicos predominantes em cada uma das doenças vasculares 

estudadas. Alterações do calibre venular podem estar associadas à congestão 

vascular (19), refletindo, por exemplo, disfunção de ventrículo esquerdo, embora não 

haja evidências suficientes no momento sobre essa associação. Ainda, em estudos 

populacionais, aumento do calibre venular associou-se a outros desfechos 

substitutos de aterosclerose de grandes vasos, como escore de placa carotídea e 

índice tornozelo-braquial, e com medidas de inflamação e marcadores metabólicos, 

como redução do colesterol HDL e aumento da circunferência da cintura (19, 20). No 

momento não há explicações fisiopatológicas satisfatórias para o entendimento 

dessas associações, já que pouco se estuda a respeito das respostas adaptativas de 

veias de pequeno calibre nas doenças cardiovasculares. Outra particularidade ocorre 

na doença arterial coronariana, que entre mulheres usualmente apresenta 

componente de disfunção microvascular mais significativo do que em homens (21). 

Estudos de pequenas artérias subcutâneas mostram correlação entre 

remodelamento dessas e redução da reserva de fluxo miocárdico (22). Em resumo, 

apesar de não serem preditores de desfecho independentes dos demais fatores de 

risco clássicos, os calibres arteriolar e venular, aferidos por métodos mais precisos 

do que a fundoscopia, guardam relações prognósticas com eventos macrovasculares 

na população geral não diabética. 

Adicionalmente, modificações no calibre vascular retiniano parecem ocorrer 

precocemente no curso das alterações cardiometabólicas que culminam em risco 

cardiovascular aumentado. Em uma coorte australiana (23), calibre arteriolar 

associou-se inversamente com risco de diabetes mellitus, mesmo após ajuste para 
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fatores de confusão. Nenhuma associação foi evidenciada com calibre venular. 

Achados semelhantes foram identificados em outra grande coorte (24). Na coorte de 

Beaver Dam, observou-se que, a cada decréscimo de um desvio padrão na razão 

arteríolo-venular (RAV), houve aumento de aproximadamente 30% na incidência de 

HAS (25). Revisão sistemática com metanálise de estudos prospectivos mostrou que 

indivíduos com 45 a 97 anos no tercil, quartil ou quintil inferior do calibre arteriolar, 

quando comparados com o extremo superior, apresentaram chance quase duas 

vezes maior (OR=1,91 (1,56 – 2,34) de desenvolver HAS durante acompanhamento, 

o qual variou de 3,2 a 6,6 anos (26).  

A observação de que alterações microvasculares podem preceder o diagnóstico 

clínico de hipertensão é condizente com observações em tecido subcutâneo de seres 

humanos e em modelos experimentais. Park e Schiffrin (27) demonstraram que 97% 

dos pacientes hipertensos, sem evidência clínica de lesão em órgão-alvo e sem 

tratamento farmacológico por pelo menos seis meses, submetidos à biópsia de 

tecido subcutâneo, apresentavam razão entre espessura da túnica média vascular e 

diâmetro luminal (razão camada média-lúmen) maior do que a média + 1 DP da 

razão média-lúmen da amostra, versus 10% dos indivíduos controles. Resposta 

alterada à acetilcolina, definida pelo mesmo ponto de corte, foi identificada em 58% 

dos hipertensos versus 20% dos controles. Esses dados apontam a precocidade e 

importância do remodelamento arterial, mesmo em relação à disfunção endotelial.  

Em camundongos espontaneamente hipertensos, alterações estruturais nos vasos 

de resistência são observadas precocemente (28), e ocorrem de forma semelhante 

em diversos tecidos, como no subcutâneo, renal, miocárdico e cerebral (29).  
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Apenas recentemente, no entanto, realizou-se comparação direta entre a estrutura 

de arteríolas retinianas com vasos obtidos por biópsia de tecido subcutâneo em 

seres humanos (30). Nessa investigação, o diâmetro luminal e espessura da parede 

arteriolar da retina foram medidos através de fluxometria por laser-Doppler, e as 

medidas correspondentes dos vasos subcutâneos, através de micromiografia. Entre 

40 indivíduos incluídos no estudo, 24 eram hipertensos e 22 eram mulheres, com 

média de idade de 58,3 ±14 anos. Os achados morfológicos estão apresentados na 

Tabela 1. 

 

Tabela 1. Comparação entre características morfológicas de pequenas artérias 
subcutâneas e arteríolas retinianas 

 Normotensos Hipertensos 

Pequenas artérias subcutâneas 

Diâmetro interno (µm) 271 ± 46 240 ± 67,3* 

Espessura da camada média (µm) 21,7 ± 4,2 20,6 ± 7,4 

Espessura da adventícia (µm) 20,2 ± 4,5 20,3 ± 3,7 

Espessura da parede (µm) 43,5 ± 8,6 42,4 ± 7,3 

Área seccional da média (µm²) 20921 ± 7281 19588 ± 11929 

Área seccional da parede (µm²) 44487 ± 16068 38528 ± 13798 

Razão média-lúmen 0.0809 ± 0.008 0.0914 ± 0.012*** 

Arteríolas retinianas 

Diâmetro externo (µm) 93,6 ± 18,9 81,7 ± 19,5 * 

Diâmetro interno (µm) 74,4 ±15,6 59,6 ± 13,4** 

Espessura da parede (µm) 9,6 ± 3,9 11 ± 4 

Área seccional da parede (µm²)  2622 ± 1447 2525 ± 1528 

Razão parede-lúmen 0,264 ± 0,11 0,37 ± 0,09** 

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 
Adaptado da referência 30. 
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Esses dados sugerem que arteríolas retinianas em indivíduos hipertensos são 

submetidas a um processo de remodelamento semelhante aos demais leitos 

microvasculares. Nesse estudo (30), observou-se redução da luz e do diâmetro 

arteriolar, aumento da razão parede-lúmen (de maneira análoga ao aumento da 

razão média-lúmen) e sem alteração da área seccional da parede, caracterizando 

remodelamento eutrófico, discutido de maneira pormenorizada adiante. Pode-se 

considerar, então, que a microcirculação está acessível à visualização direta, in vivo 

e de forma não invasiva, através da observação dos vasos da retina.  

 

2.1.3 – Análise semiautomática do calibre vascular retiniano 

 

Os métodos de aferição do calibre vascular através de análise de fotografias 

coloridas do fundo de olho introduziram medidas quantitativas, seguras, não 

invasivas, com boa reprodutibilidade (31), que puderam ser empregadas em estudos 

epidemiológicos de base populacional com grande número de participantes (32 - 34). 

Essa ferramenta tornou possível o estudo das associações já apresentadas. 

O método microdensitométrico foi desenvolvido para análise de fotografias 

digitalizadas do fundo óptico. Após aquisição e digitalização da imagem, a primeira 

etapa, operador-dependente, é a definição das bordas do disco óptico. Após, o 

software desenvolvido por nosso grupo define duas zonas, a interna (0,5 a 1 

diâmetro de disco óptico a partir da borda) e a externa (1 a 2 diâmetros) a partir da 

margem do disco óptico. A segunda etapa, operador-dependente, é a identificação 

de pares de arteríolas e vênulas, numerando-os. Até doze pares de vasos são 
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identificados por zona. Em seguida, o avaliador seleciona o seguimento do vaso a 

ser analisado. Um exemplo da tela de trabalho é apresentado na figura 1. O 

programa emprega o contraste de cor dos pixels da imagem para definir de forma 

automatizada a borda do vaso e derivar a distância entre pontos perpendiculares em 

relação ao eixo do vaso, calculando o calibre médio do seguimento em questão. 

Esse método apresentou ótima reprodutibilidade para detecção de estreitamento 

arteriolar difuso, definido como razão arteríolo-venular <0,67, tendo o método 

micrométrico como referência. Os coeficientes Kappa intraobservador e 

interobservador para zona interna da retinografia foram 0,94 e 0,88, respectivamente. 

Para zona externa, os valores foram 0,93 e 0,85 (35).  

Métodos semelhantes foram empregados nas análises feitas em grandes estudos 

epidemiológicos. Não obstante, a definição anatômica do que é de fato medido com 

essas técnicas ocorreu apenas posteriormente. Em estudo conduzido por Pakter e 

demais colaboradores do nosso grupo (36), medidas obtidas por análise de 

retinografias foram comparadas aos resultados da angiografia com fluoresceína. 

Esse exame é considerado o padrão-ouro para estudo da vascularização da retina e 

coroide, e sabe-se que através dele podemos medir a coluna de sangue, que inclui o 

fluxo central de hemácias e a porção periférica de plasma. No entanto, a 

complexidade, riscos e custos associados ao exame inviabilizam a utilização do 

mesmo em grandes estudos. A comparação entre medidas da retinografia e 

angiografia fluoresceínica sugerem que a primeira técnica, a exemplo da segunda, é 

capaz de medir a coluna de sangue nos vasos da retina, não incluindo a parede 

vascular.  
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 Figura 1: Retinal Assessment System – aferição do calibre vascular por método 

microdensitométrico  

Portanto, a análise do calibre dos vasos retinianos pelo método microdensitométrico 

oferece uma visão parcial do remodelamento vascular. Através dele, não há 

informações diretas sobre a parede do vaso, especialmente a camada média. A 

redução do lúmen vascular, componente fundamental do remodelamento arterial 

estrutural observado em indivíduos hipertensos, pode ser avaliada pelo diâmetro da 

coluna de sangue captada na retinografia, embora a influência de variações 

funcionais não possam ser excluídas. Essa informação é relevante e tem utilidade na 

predição de eventos, como já apresentado. Dessa forma, análise do calibre vascular 

pode ser útil na exploração de novos marcadores moleculares potencialmente 
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envolvidos na fisiopatologia da hipertensão e nos mecanismos que levam a dano aos 

órgãos-alvo. 

 

2.1.4 – Remodelamento de artérias de resistência: primeiro dano em órgão-

alvo na hipertensão? 

 

Artérias de resistência são vasos com 300 a 15 µm de diâmetro, de grande 

relevância no controle fisiológico da pressão arterial. Pequenas mudanças de calibre 

nesses vasos são capazes de gerar alterações significativas no regime pressórico. 

De acordo com a lei de Poiseuille, a resistência vascular relaciona-se inversamente 

com a quarta potência do raio luminal (37). O aumento da resistência periférica é um 

marco da hipertensão arterial sistêmica, e, em 1990, Folkow foi o primeiro 

pesquisador a publicar dados que sustentariam a hipótese de que alterações 

estruturais dos vasos de resistência seriam fundamentais nesse processo, 

sobrepondo-se à importância do controle do tônus vascular e de mecanismos 

vasomotores na elevação sustentada da pressão arterial (38). 

Remodelamento arterial é um processo importante em patologias do sistema 

cardiovascular, como na aterosclerose (39), e pode assumir diversos padrões 

dependendo da doença e do leito vascular em questão. O lúmen vascular pode estar 

alterado, com estreitamento ou aumento de diâmetro, ou ainda com remodelamento 

“compensado”, em que a luz do vaso não se altera significativamente. A parede do 

vaso também pode sofrer modificações, com hipotrofia ou hipertrofia, ou pode não 

apresentar alteração da massa da parede vascular (eutrofia). Esse último é 
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geralmente indicado pela manutenção da área da camada média em um corte 

histológico transversal (media cross-sectional area, CSA) e por um índice de 

remodelamento (quanto da modificação na forma do vaso pode ser explicada pelo 

rearranjo de matriz e células, sem aumento de massa) próximo a 100%.  

Na HAS essencial, o estreitamento luminal com remodelamento eutrófico da parede 

vascular é o mais comumente encontrado. Estudo em seres humanos (40) analisou 

artérias de pequeno calibre dissecadas a partir de biópsia do tecido subcutâneo 

através de micromiografia, e incluiu indivíduos com hipertensão, diabetes mellitus 

tipo 2 (DM), indivíduos com ambas as condições (HAS+DM) e um grupo controle de 

normotensos não diabéticos. Os autores demonstraram que nos três grupos, quando 

comparados aos controles sem hipertensão e diabetes, houve aumento da razão 

M/L, com diminuição do lúmen vascular – mais pronunciada nos grupos HAS e 

HAS+DM. No grupo HAS, a área da camada média em corte transversal (CSA), no 

entanto, era similar à dos controles, enquanto estava aumentada nos com DM e 

limítrofe no grupo HAS+DM. O índice de remodelamento foi de 92% no grupo HAS, 

86% no grupo HAS+DM e 75% no grupo DM. Esses dados sugerem que redução do 

calibre vascular é encontrada tanto em indivíduos hipertensos quanto diabéticos, 

mas o remodelamento é eutrófico no primeiro caso e hipertrófico no segundo, 

enquanto o grupo HAS+DM apresentou valores intermediários.  

 O remodelamento eutrófico é uma resposta adaptativa que pode ser interpretado à 

luz da equação de Laplace, a qual relaciona estresse intramural (σ), pressão 

transmural (P), raio do vaso (r) e espessura da parede (W): 

σ= P x r 
     W 
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Acredita-se que todo o remodelamento vascular ocorre para que o estresse parietal 

mantenha-se constante. Evidências sugerem (41) que, na HAS, um estímulo neuro-

humoral que induza constrição arterial “ativa”, com aumento do estresse intramural e 

do gasto energético, é progressivamente substituído por uma vasoconstrição 

“passiva”, estrutural, em que a diminuição radial (r) é compensada pelo aumento da 

espessura da parede (W), a fim retornar o estresse transmural (σ) aos valores 

originais. Esse remodelamento eutrófico provavelmente ocorre a partir da 

reorganização estrutural da matriz e da disposição de células musculares na camada 

média do vaso (41). Os mecanismos que levam a essa reestruturação estão apenas 

parcialmente compreendidos.  

Dados de estudos in vitro, realizados principalmente com cultura organoide ex vivo 

de vasos de pequeno calibre, sugerem papel importante do estímulo adrenérgico 

(41), angiotensina (42), integrinas, especialmente as subunidades αV (43) e β3 (44), 

metaloproteinase de matriz, especialmente MMP-2, e espécies reativas de oxigênio 

(45), óxido nítrico (46), além dos estímulos mecânicos, relacionados à pressão 

arterial, revisados por Feihl et al (37).  

O processo de remodelamento arteriolar e de arterioloesclerose na retina podem ser 

desencadeados por fatores miogênicos, endoteliais, ou ainda metabólicos locais, 

pois, diferentemente das pequenas artérias, os vasos da retina não recebem 

inervação adrenérgica (47). Entre esses, acredita-se que o óxido nítrico tenha papel 

importante no estreitamento arteriolar inicial, visto que em indivíduos hipertensos 

(48), e mesmo em vasos cultivados ex vivo (46), a disfunção endotelial pode ser 

observada. 

 



16 
 

2.2. – Investigação de mecanismos fisiopatológicos com base na observação da 

microcirculação da retina  

 

2.2.1 – Importância dos fatores genéticos na determinação do calibre vascular 

retiniano 

 

O calibre vascular retiniano é uma característica fenotípica cuja expressão tem 

componente hereditário importante. Análise da agregação familiar dessas 

características na coorte de Beaver Dam (50) demonstrou coeficientes de correlação 

(r) para equivalente central da retina arteriolar (CRAE) e venular (CRVE) entre pais e 

filhos de 0,24 (0,14 – 0,35) e 0,27 (0,16 – 0,37), respectivamente; entre irmãos, 

CRAV apresentou r=0,23 (0,16 – 0,31), e CRVE, r=0,20 (0,12 – 0,28). Cônjuges, por 

sua vez, não apresentaram correlação significativa entre si para essas 

características. Estudo em gêmeos conduzido na Dinamarca sugere que, ajustando o 

modelo para sexo, idade e pressão arterial média, 70% da variância do diâmetro das 

arteríolas e 83% da variância do diâmetro das vênulas pode ser atribuída a fatores 

genéticos (51). Outro estudo realizado em gêmeos do Reino Unido, e cujo modelo foi 

validado em amostra de gêmeos australianos, estimou que na primeira coorte, cerca 

de 60% da variância de arteríolas e vênulas poderia ser atribuída a fatores genéticos 

na primeira coorte e 70% na segunda. Os autores observaram ainda que, apesar dos 

calibres de vênulas e arteríolas estarem associados a fatores de risco cardiovascular 

distintos, 65% (Reino Unido) a 74% (Austrália) da covariância observada entre o 

calibre de ambos os vasos poderia dever-se a fatores hereditários. 
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A identificação de componentes genéticos determinantes do calibre vascular 

retiniano poderia contribuir também para a busca de genes e polimorfismos 

associados à DCV. O primeiro estudo pan-genômico de associação para calibre 

vascular retiniano foi realizado na coorte de Beaver Dam (52). Os genes candidatos 

estão listados na Tabela 2, adaptada da referência (52). Observa-se pouca 

sobreposição entre a lista de genes potencialmente determinantes do calibre de 

arteríolas e vênulas; interessantemente, vários genes envolvidos na síntese de óxido 

nítrico foram implicados. Estudo de ligação realizado na coorte de gêmeos 

australianos não reproduziu nenhum dos achados da coorte de Beaver Dam, mas 

confirmou a baixa concordância entre potenciais determinantes genéticos de 

arteríolas e vênulas. 
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Tabela 2: Genes candidatos identificados em estudo de ligação pan-genômico 

Região 
cromossômica 

Traço 
fenotípico 

Gene 
Candidato 

Função; via envolvida ou 
susceptibilidade associada 

1p36 CRAE, CRVE TIE1 Relacionado à via da eNOS 

  EPHB2 Receptor de fator de crescimento 

  EPHA2 Receptor de fator de crescimento 

  EPHA8 Receptor de fator de crescimento 

  ID3 Relacionado à via do VEGF 

  ECE1 Hipertensão essencial 

3q28 CRAE EPHB3 Receptor de fator de crescimento 

  FGF12 Fator de crescimento 

5q35 CRAE VEGFR3 Receptor de fator de crescimento 

6p25 CRAE, CRVE END1 Relacionado à via da eNOS 

7q21 CRAE, CRVE EPHB4 Receptor de fator de crescimento 

  HGF Relacionado à via da eNOS 

  EPO Relacionado à via da eNOS 

  CYP3A5 Hipertensão Essencial 

7q32 CRAE EPHA1 Receptor de fator de crescimento 

  MET Relacionado à via da eNOS 

  LEP Relacionado à via da eNOS 

8q21 CRVE ANG1 Relacionado à via da eNOS 

11q14 CRAE VEGFB Relacionado à via da eNOS 

  FZD4 Receptor da família Frizzled  

  PCP Hipertensão essencial 

11q24 CRAE MMP3 Doença Coronariana 

13q34 CRVE EFNB2 Fator de crescimento 

14q21 CRVE HIF1 Relacionado à via da eNOS 

17q11 CRAE NOS2A Hipertensão Essencial 

CRAE: Equivalente central da retina arteriolar; CRVE: Equivalente central da retina venular; eNOS: 
óxido nítrico sintase endotelial; VEGF: fator de crescimento vascular derivado do endotélio 

Adaptado da referência 52. 
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Até o momento, apenas a associação entre calibre arteriolar retiniano e o gene HGF 

foi replicada, em uma amostra da população de Singapura (53). 

 Outros genes não apontados em estudos de varredura pangenômica, mas 

potenciais candidatos tendo em vista sua associação com alterações 

cardiovasculares, já foram alvo de investigação. Polimorfismo de único nucleotídeo 

(single nucleotide polymorphism, SNP) dos genes ACE, codificante da enzima 

conversora da angiotensina (54), e AGTR2, codificante do receptor tipo 2 de 

angiotensina II (55), foram associados a calibre arteriolar retiniano. No entanto, não 

se identificou associação com SNPs dos genes ADD1, ADRB2, GNB3 (56) APOE 

(57) e CFH (58). A identificação de determinantes genéticos do calibre vascular 

retiniano tem se mostrado um desafio, seja pela abordagem pangenômica ou de 

genes candidatos com base no conhecimento fisiopatológico. 

 

2.2.2 – Óxido nítrico e óxido nítrico sintase endotelial 

 

Entre os genes identificados em estudo de ligação pan-genômico, listados 

anteriormente, chama a atenção o número de candidatos associados à via de síntese 

do óxido nítrico (NO), chamando a atenção para o potencial papel do mesmo na 

fisiopatologia da microcirculação retiniana. O NO é um radical livre, que por suas 

características químicas tem a propriedade de se ligar a moléculas iônicas, ativando 

rotas bioquímicas intracelulares. É rapidamente inativado, sendo produzido 

obrigatoriamente próximo às células-alvo para exercer suas funções. Por ser um gás, 

tem capacidade de difusão através do citosol e das membranas lipídicas. É 
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sintetizado a partir da L-arginina em reação catalisada pela enzima óxido nítrico 

sintetase (NOS) (47). 

Existem no corpo humano três isoformas da enzima, cada qual transcrita a partir de 

um gene específico. A NOS neuronal (nNOS ou isoforma I) é expressa em neurônios 

e células gliais; nesses tecidos, NO tem função neurotransmissora. NOS induzível 

(iNOS ou isoforma II) é expressa na presença de estímulos imunológicos e 

inflamatórios. NOS endotelial (eNOS ou isoforma III) é transcrita a partir do gene 

NOS3, localizado no braço longo do cromossomo 7. Na retina, nNOS e eNOS são 

expressas. A nNOS é responsável pela liberação de NO nas células ganglionares, 

células horizontais, fotorreceptores e células de Müller. As células endoteliais dos 

vasos da retina e coroide são as principais células que expressam eNOS, cujo 

mRNA também é encontrado nos pericitos dos capilares (47). Em modelos animais, 

demonstrou-se que o NO é importante regulador da microcirculação da retina (59), 

sugerindo, portanto que sua rota de produção, inclusive a eNOS, pode ter papel 

importante nas alterações microvasculares. 

A enzima eNOS e seus polimorfismos vêm sendo estudados no contexto das 

doenças cardiovasculares. Considerando HAS e pressão arterial, revisão sistemática 

com meta-análise de 53 estudos estimou as razões de chance (odds ratio, OR) para 

três polimorfismos do gene NOS3. O polimorfismo G894T, uma mutação missense 

que leva a troca de um resíduo de glutamato por aspartato na posição 298, foi 

associado a níveis de pressão sistólica e diastólica aproximadamente 2 mmHg mais 

elevados e a 28% (IC 95% 1,06 – 1,54) de aumento na chance de hipertensão entre 

indivíduos de ascendência oriental carreadores do alelo T em comparação aos 

indivíduos homozigotos para o alelo G. Na análise incluindo todos os estudos, 

estimou-se OR=1,06 (0,96 – 1,17) para HAS entre indivíduos homo- ou heterozigotos 
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para o alelo T. Ainda nesse estudo foi identificada associação entre HAS e a 

presença de inserções de 27 pares de base em número variável de repetições em 

 tandem (variable number of tandem repeats, VNTR) no íntron 4 (4b/a). Esse achado, 

no entanto, pode se dever a viés de publicação. Nenhuma associação foi encontrada 

com o SNP T-786C, localizado na região promotora do gene (60). 

Uma metanálise mais recente, incluindo 74 estudos, também evidenciou associação 

entre o polimorfismo G894T e HAS, apenas significativa entre estudos publicados em 

chinês. Apesar de não discriminar exatamente a ascendência da população 

estudada, essa informação reforça a importância desse polimorfismo em um grupo 

étnico específico. O polimorfismo 4b/a associou-se à maior chance de HAS em 

estudos publicados em inglês e em chinês, e não foi identificado viés de publicação. 

A presença da variante b acarretou maior chance de apresentar desfecho [OR=1,29 

(1,13 – 1,46)] quando todos os estudos foram considerados (61).  

Metanálise de estudos que investigaram doença coronariana como desfecho clínico 

identificou associação significativa com os polimorfismos G894T [OR=1,17 (1,07 – 

1,28)], T-786C [OR=1,17 (1,07 – 1,28)] e 4b/a [OR=1,12 (1,01 – 1,24)] para o modelo 

de risco aditivo. Analisando padrões de herança, a suposição de um modelo 

recessivo revela associações de magnitude ainda mais significativa com o desfecho 

para os três polimorfismos (62).  

Alguns estudos sobre polimorfismos do gene NOS3 foram conduzidos em amostras 

de indivíduos brasileiros. Sandrim e colaboradores (63) analisaram haplótipos 

incluindo os três polimorfismos já mencionados entre 116 indivíduos hipertensos 

controlados, 100 hipertensos resistentes e 111 indivíduos normotensos. Os grupos 

eram semelhantes em relação às características estudadas, exceto pressão, mais 
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elevada no grupo com HAS resistente. O haplótipo C-Glu-b foi significativamente 

mais frequente entre os normotensos do que nos demais grupos, enquanto o 

haplótipo C-Asp-b foi significativamente mais frequente entre participantes com HAS 

controlada e com HAS resistente. A análise individual dos loci não evidenciou 

diferenças entre os três grupos. Não se identificou associação entre polimorfismos do 

gene NOS3 e resistência ao tratamento anti-hipertensivo. 

O mesmo grupo de pesquisadores estudou ainda a associação de haplótipos do 

gene NOS3 e retinopatia diabética (RD) (64). Cento e setenta indivíduos diabéticos 

tipo 2 foram comparados a 103 voluntários não diabéticos e classificados quanto à 

presença de RD, avaliada por oftalmoscopia indireta e análise qualitativa de 

retinografias. Nenhum haplótipo associou-se a aumento de chance de RD, mas o 

haplótipo C-Glu-b mais uma vez foi mais frequente em indivíduos que não 

apresentavam o desfecho.  

Um dos aspectos importantes dos dois últimos estudos citados é a informação 

genotípica de uma amostra de indivíduos brasileiros. A frequência alélica observada 

nos estudos está resumida na Tabela 3. Fica claro tratar-se de polimorfismos 

frequentes na nossa população, reforçando a importância de aprofundar o 

conhecimento sobre suas implicações clínicas. 

Dentre os polimorfismos do gene NOS3 mais estudados, dois encontram-se em 

regiões não codificantes – na região promotora e no quarto íntron. Mutações nesses 

locais podem alterar regulação da expressão da proteína. No entanto, o único SNP 

que modifica a sequência de aminoácidos da enzima é o SNP G892T (Glu298Asp). 
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Tabela 3. Distribuição genotípica em amostras de indivíduos brasileiros 

Estudo G894T (Glu298Asp) T-786C Íntron 4 

GG GT TT TT TC CC bb ba aa 

Sandrim et al. (2006) 

Normotensos 0,49 0,43 0,08 0,39 0,50 0,11 0,73 0,22 0,05 

Hipertensos 0,43 0,47 0,10 0,40 0,47 0,13 0,69 0,27 0,04 

Hipertensos 
Resistentes 

0,45 0,47 0,08 0,41 0,48 0,11 0,68 0,26 0,06 

de Syllos et al. (2006) 

Não diabéticos  0,52 0,44 0,04 0,37 0,51 0,12 0,77 0,19 0,04 

Diabéticos sem 
retinopatia 

0,49 0,45 0,05 0,45 0,45 0,10 0,74 0,23 0,3 

Diabéticos com 
retinopatia 

0,44 0,48 0,08 0,45 0,48 0,7 0,69 0,29 0,02 

 

Evidências sobre repercussão funcional da enzima decorrente dessa troca de 

resíduos são controversas. Um estudo de casos e controles realizados na Coréia do 

Sul identificou que níveis plasmáticos de NOx (nitrato e nitrito) eram mais elevados 

entre indivíduos que sofreram infarto agudo do miocárdio (casos), especialmente os 

hipertensos, em comparação ao grupo controle (sem infarto agudo do miocárdio), 

pareados por idade com os casos. Entre casos, o polimorfismo Glu298Asp não se 

associou com níveis plasmáticos de NOx, mas controles portadores do alelo Asp 

apresentaram níveis elevados de NOx (65). Outro estudo realizado em homens 

atendidos em clínicas de atenção básica do Reino Unido não encontrou associação 

entre polimorfismos do NOS3, níveis de NOx e risco de DAC. No entanto, apenas 15 

casos foram registrados, limitando o poder estatístico do estudo (66). 
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Considerando a importância do óxido nítrico no remodelamento de pequenas artérias 

(46) e da regulação da circulação da retina (67), investigar a associação entre o 

polimorfismo Glu298Asp do gene NOS3 pode ampliar a compreensão do papel 

dessa variação, comumente observada em nossa população, no remodelamento 

microvascular, potencialmente contribuindo para clarificar a relação desse 

polimorfismo com susceptibilidade à doença cardiovascular. 

 

2.2.3 – Adiponectina: nova interação entre sistemas endócrino e cardiovascular 

 

Adiponectina (APN) é uma proteína de 30 kDa, sendo o tecido adiposo a principal 

fonte desse peptídeo.  A concentração sérica de APN tem relação inversa com o 

volume de tecido adiposo, principalmente o visceral (68). APN circula em diversas 

formas no plasma, sendo a forma multimérica de alto peso molecular (high molecular 

weight – HMW) a mais abundante (69). Análise proteômica por cromatografia 

multidimensional e espectroscopia de massa identificou oito proteínas plasmáticas 

que potencialmente associam-se à adiponectina circulante, sendo que duas dessas – 

trombospontina 1 (TSP-1) e Alfa2M – foram investigadas detalhadamente e demons-

traram-se ligantes de APN de maneira dose-dependende. Interessantemente, TSP-1 

é uma proteína de matriz extracelular associada à migração celular e remodelamento 

tissular na microcirculação (70). 

Em modelos experimentais, identificou-se que adiponectina era capaz de elevar a 

sensibilidade à insulina em hepatócitos isolados, diminuindo a produção de glicose, 

além de aumentar oxidação e reduzir a síntese de ácidos graxos no tecido hepático 
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(71). Em uma amostra de 245 homens japoneses com 53,6 ±7,5 anos de idade e 

índice de massa corporal 25 ±3 kg/m², níveis plasmáticos de adiponectina 

correlacionaram-se a menor concentração de triglicerídeos em todas as lipoproteínas 

e a maior concentração de colesterol nas partículas de HDL e LDL, o que já foi 

associado à redução de risco de doença arterial coronariana (72).  

Atuando sobre o tecido muscular, adiponectina promove oxidação de ácidos graxos e 

captação de glicose através da translocação de receptores GLUT4, estando 

envolvida também na sensibilidade do músculo à insulina (71). Evidências sugerem 

papel regulatório da APN sobre a inflamação em seres humanos, por interferir, por 

exemplo, na ativação de linfócitos T (73) e na expressão de moléculas de adesão 

celular-I (I-CAM) induzida por fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) em células 

endoteliais de veia umbilical humana (HUVECs) in vitro (74). 

Por suas propriedades sobre o metabolismo glicídico e lipídico e sobre a inflamação, 

hipotetizou-se que adiponectina poderia ser protetora contra doenças 

cardiometabólicas. Estudos transversais identificaram associação inversa entre 

síndrome metabólica e seus componentes e valores circulantes de adiponectina (69, 

75) e de seus multímeros, especialmente o de alto peso molecular (76). 

Posteriormente, estudos de coorte (77, 78) demonstraram papel protetor da 

adiponectina sobre a incidência de síndrome metabólica em seis e sete anos de 

seguimento. 

Em relação ao papel protetor da APN sobre a incidência de diabetes mellitus, foi 

realizada revisão sistemática com meta-análise de estudos prospectivos. Análise 

conjunta de 13 estudos, conduzidos em indivíduos sem doenças prévias, permitiu 

estimar que cada incremento de 1-log nos valores basais de APN (µg/mL) reduziu 
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em 28% a incidência de diabetes (razão de risco (RR) = 0,72; 0,67-0,78), 

independentemente de adiposidade corporal e outros confundidores (79).  

Hipoadiponectinemia foi identificada entre indivíduos hipertensos em pelo menos 

duas populações distintas. Um estudo de casos e controles realizado no Japão (80) 

apontou menor concentração plasmática de APN entre casos com HAS do que entre 

controles normotensos, independentemente de idade, índice de massa corporal e 

colesterol total (5,2±0,2 vs. 6,1±0,2 µg/mL; P<0,001). Em uma amostra de indivíduos 

brasileiros obesos (81), análise transversal identificou associação inversa entre 

adiponectina e hipertensão, com coeficiente de determinação parcial de 

aproximadamente 6% (coef. β -0,336; P <0,0001) independente de idade, índice de 

massa corporal e índice de resistência insulínica (HOMA-IR). 

Adiponectina reduzida no plasma também foi associada à aterosclerose. Entre 

indivíduos submetidos a estudo angiográfico por indicação clínica, APN associou-se 

inversamente com a presença de lesões significativas ao exame (exame positivo: 

4,14±3,83 vs. exame negativo: 8,94 ±6,63 µg/ml, P<0,001) (82). Outro estudo 

transversal avaliou características qualitativas de placas ateroscleróticas 

coronarianas através de ultra-som intravascular (IVUS), identificando associação 

inversa entre APN e volume e presença de calcificação nas placas (83). Indivíduos 

que se apresentaram no serviço de emergência com dor torácica, sem diagnóstico 

de síndrome coronariana aguda (SCA) após avaliação inicial, foram submetidos à 

angiografia por tomografia computadorizada (84). Indivíduos sem placas calcificadas 

(n=15) apresentaram menores concentrações de adiponectina sérica quando 

comparados àqueles sem placas (n=168) ou com qualquer calcificação (n=130), 

após ajuste para idade, gênero, diabetes, HAS, hiperlipoproteinemia, tabagismo e 
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medicações em uso [estatinas, β-bloqueadores e inibidores da enzima conversora de 

angiotensina (iECA)]. Placas não calcificadas são consideradas um estágio de 

evolução da aterosclerose que precede o processo de calcificação das placas, e são 

frequentemente identificadas como as lesões que originam SCA. De fato, indivíduos 

nesse grupo eram mais jovens (48,7 ±5,0 vs 58.2 ±11,2 anos). 

Estudos prospectivos testaram a hipótese de que níveis reduzidos de APN 

aumentam o risco de doença coronariana também aferida por desfechos duros. 

Apesar de alguns achados negativos (85, 86), um grande número de estudos 

corrobora essa hipótese. Metanálise publicada em 2006 (86) identificou que APN, 

tercil superior versus tercil inferior, associou-se à doença arterial coronariana 

incidente em quatro estudos de coorte; a razão de chances sumária foi 0,81 (IC 95%: 

0,67 – 0,97). No entanto, a meta-análise não se baseou em uma revisão sistemática 

bem estruturada, não avaliou viés de publicação, e vários estudos foram publicados 

posteriormente. Associação independente foi identificada entre homens no estudo 

Framigham Offspring Study. Contudo, entre mulheres, a associação entre APN e 

DAC incidente não se manteve após ajuste para múltiplos confundidores (87). 

Em estudo de casos e controles aninhado ao European Prospective Investigation into 

Cancer and Nutrition (EPIC) Study (88), foi detectada associação entre níveis basais 

de adiponectina e doença arterial coronariana incidente, mas não se manteve 

estatisticamente significativa após ajuste para fatores de confusão, constituídos pelos 

fatores de risco clássicos.  O mesmo ocorreu em uma coorte alemã (89). Na análise 

univariada, hazard ratio (HR) para doença arterial coronariana chegou a ser igual a 

0,56 (0,36 – 0,87) na comparação entre o primeiro e o terceiro tercil de adiponectina. 

Essa relação perdeu a significância estatística no modelo multivariado. Resultados 
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semelhantes foram obtidos analisando a coorte de Rancho Bernardo (90) e uma 

coorte de homens diabéticos tipo 2 (91). Já entre diabéticos tipo 1 (92) , o incremento 

de 1 µg/ml nas concentrações séricas de APN representou um HR=0,37 (IC 95%: 

0,18–0,79) para DAC.  

Em idosos, os resultados apresentaram maior heterogeneidade. Estudo que incluiu 

homens residentes em Uppsala, Suécia (93), demonstrou em análise transversal 

que, aos 70 anos, para cada aumento em um desvio padrão nos valores de APN 

houve 16% de redução na chance de apresentar DAC [OR=0,84 (IC 95%: 0,71–

1,00), P=0.049]. No seguimento de 10 anos dos indivíduos hígidos na linha de base, 

em um estudo de casos e controles aninhado à coorte, APN teve efeito protetor 

contra o desfecho combinado de IAM não fatal e morte por DAC. Essa associação foi 

independente de idade, pressão arterial sistólica, colesterol total, colesterol HDL e 

índice de massa corporal. A associação foi estatisticamente significativa mesmo 

controlando para variáveis indicativas de resistência insulínica. Outro estudo com 

indivíduos de idade avançada, hígidos ou não na linha de base, detectou associação 

oposta (94).  

Em uma subamostra do Cardiovascular Health Study – All Star Study (95), a variação 

de adiponectina ao longo do seguimento e fatores associados à mesma, bem como 

desempenho físico e mortalidade geral, foram investigados. Em nove anos de 

seguimento, adiponectina plasmática aumentou 3,3 ±5,0 mg/l em homens e 2,5 ±4,7 

mg/l em mulheres. A Tabela 4 apresenta os fatores associados à variação na 

adiponectinemia. 
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Tabela 4. Fatores associados à variação de adiponectina plasmática 

Fator de risco 
Mulheres (n=614) Homens (n=347) 

Coeficiente* (IC 95%) Coeficiente* (IC 95%) 

Idade, por ano 0,14 (0,04 – 0,24) -0,06 (-0,19 – 0,07) 

Raça negra -1,09 (-2,02 – -0,16) -0,51 (-1,82 – 0,81) 

∆ Peso, por 6,8 kg -1,28 (-1,62 – -0,95) -1,87 (-2,37 – -1,37) 

∆ Glicemia, por 25 mg/dl -1,25 (-1,65 – -0,85) -0,58 (-0,98 – -0,18) 

Albuminemia (basal), por 
0,29 g/dl 

- -0,98 (-1,4 – -0,56) 

Β-bloqueador (basal) 1,62 (0,62 – 2,61) 1,75 (0,37 – 3,12) 

Β-bloqueador 
(seguimento) 

-1,75 (-2,49 – -1,01) -1,59 (-2,59 – -0,60) 

ARAII (seguimento) - 1,79 (0,34 – 3,23) 

*Coeficientes da regressão linear múltipla; ∆= variação entre linha de base 
(1997-1998) e seguimento (2005-2006). Adaptado da referência 95. 

 

A relação entre variação no peso em ambos os sexos e ainda albuminemia basal 

entre homens chama a atenção para a associação conhecida entre adiponectina e 

caquexia (96). No que diz respeito à resistência periférica à adiponectina, a variação 

inversa da glicemia fala contra essa hipótese, pois um aumento de adiponectina 

associou-se à melhora do perfil glicêmico, como esperado. A relação aparentemente 

ambígua com relação ao uso de β-bloqueadores poderia ser explicada se 

considerarmos que indivíduos em uso na linha de base já deveriam ter níveis mais 

baixos de adiponectina, enquanto que o uso iniciado durante o seguimento levaria à 

redução da adiponectinemia na segunda aferição. A relação entre uso de β-

bloqueadores e adiponectina será discutida no contexto da insuficiência cardíaca. 
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Ainda nesse estudo, os valores de adiponectina durante o seguimento se associaram 

a aumento de mortalidade entre indivíduos brancos, mas não entre os da raça negra. 

Na amostra geral, a cada aumento em um desvio-padrão na adiponectinemia durante 

o seguimento, foi observado aumento significativo de 22% no risco de morte 

(HR=1,22, IC 95% 1,03 – 1,45), ajustado para idade, sexo, raça, peso e variação no 

peso, DM, consumo de álcool, DCV, saúde debilitada autorrelatada, proteína C 

reativa e valor de adiponectina durante o seguimento. Sumarizando, em idosos, 

aumento de adiponectina está associado a maior mortalidade, e os mecanismos que 

explicam essa relação paradoxal ainda não estão estabelecidos, mas pode estar 

associado a um aumento compensatório da produção do hormônio para contrapor os 

danos causados pelo envelhecimento. 

Adiponectina foi investigada como marcador prognóstico em pacientes com doença 

arterial coronariana. Estudo de coorte que arrolou 499 indivíduos submetidos a 

estudo angiográfico de coronárias por indicação clínica apontou que APN basal 

exerceria proteção contra incidência de síndromes coronarianas instáveis (a cada 5 

µg/mL OR=0,61; IC 95%: 0,46–0,81), independente de fatores de confusão (97). Em 

indivíduos com doença já estabelecida, entretanto, efeito protetor da APN sobre 

eventos cardiovasculares subsequentes não foi confirmado na maioria dos estudos 

realizados nessa população. Considerando outro estudo que incluiu pacientes com 

indicação clínica de investigação de cardiopatia isquêmica, uma coorte de 3146 

indivíduos seguidos por uma mediana de 5,45 anos registrou 482 óbitos. Cada 

desvio-padrão de incremento nos níveis basais de adiponectina acarretou 22% de 

aumento no risco para mortalidade por qualquer causa [HR= 1,22 (IC 95%: 1,12–

1,34)], ajustado para diversos fatores de risco, incluindo presença de aterosclerose 

coronariana significativa (>20% obstrução) na linha de base, perfil lipídico e NT-pró-
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BNP. APN apresentou associação direta com mortalidade cardiovascular e não 

cardiovascular, e a associação era ainda mais clara na presença de disfunção 

sistólica (98). Resultados de um estudo de coorte com menor número de 

participantes (712 indivíduos) com critérios de inclusão semelhantes apresentaram a 

mesma tendência (99).  

Considerando indivíduos com qualquer manifestação clínica de doença 

aterosclerótica, 216 casos com novo evento cardiovascular foram comparados a 215 

indivíduos da mesma população sem evento novo. Após seguimento de 2,3 anos 

(mediana), indivíduos no primeiro quartil de adiponectina, comparados com o quartil 

mais alto, apresentaram HR=0,48 (IC 95%: 0,23-1,00) controlando para idade, 

gênero, índice de massa corporal, função renal, PCR, uso de iECA ou antagonista 

dos receptores de angiotensina II (ARAII), mas não para lipidemia (100). 

Dois estudos investigaram, de maneira prospectiva, o significado prognóstico em 

pacientes com doença arterial coronariana estabelecida. Mil novecentos e vinte e 

quatro pacientes atendidos por dor torácica aguda ou crônica e submetidos à 

cineangiocoronariografia, com presença de estenoses de pelo menos 30% da luz das 

artérias coronárias, foram acompanhados por uma mediana de 2,5 anos. Entre 

indivíduos que na linha de base apresentaram síndrome coronariana aguda não foi 

evidenciada associação. Entre aqueles com angina estável, no entanto, o incremento 

de 1 µg/ml se associou a um aumento de 3,5% no risco de desenvolver eventos 

cardiovasculares maiores (HR=1,035; IC95% 1,008 – 1,062), ajustado para diversas 

covariáveis, inclusive perfil lipídico e uso de medicações (101). Já no seguimento de 

3931 pacientes incluídos após síndrome coronariana aguda no Estudo PROVE-IT – 

TIMI-22, APN acima da mediana do estudo (4,4 µg/ml) associou-se a maior 
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incidência do desfecho primário composto (HR=1,2; IC 95%: 1,03 – 1,4), insuficiência 

cardíaca (HR=1,72; IC 95%: 1,24 – 2,39) e IAM (HR=1,48; IC 95%: 1,11 – 1,99) em 

dois anos, ajustado para diversos confundidores, inclusive braço de randomização 

(pravastatina) e triglicerídeos, mas não para colesterol (102). Outro estudo, incluindo 

pacientes pós-revascularização encontrou associação semelhante apenas para 

indivíduos diabéticos (103), o que pode ter ocorrido por falta de poder estatístico no 

teste de associação.  

O valor prognóstico da adiponectina é paradoxal e ainda mais marcado entre 

indivíduos com insuficiência cardíaca congestiva (ICC). Em 2005, levantando a 

hipótese de que APN poderia ser um marcador envolvido no paradoxo da obesidade 

em indivíduos com ICC (maior índice de massa corporal se associou a maior 

sobrevida), pesquisadores publicaram dados referentes a 195 pacientes 

ambulatoriais com fração de ejeção ≤45% e seguimento por um período de seis 

meses a 3,9 anos. Na comparação de indivíduos nos dois tercis superiores de APN 

àqueles no primeiro tercil, após ajuste para múltiplas variáveis (índice de massa 

corporal, pressão arterial sistólica, FE<25% e ainda NT-pró-BNP), o HR para morte 

por qualquer causa foi de 3,23 (IC 95%: 1,11–9,69) (104). Outro estudo, em 

pacientes com ICC descompensada (105), demonstrou resultados consonantes. 

Ainda, em um estudo de coorte com 4046 homens, com média de idade em torno de 

70 anos, acompanhados por seis anos, demonstrou a mesma associação paradoxal 

entre APN sérica circulante e aumento de mortalidade cardiovascular e por qualquer 

causa, significativa para homens sem doença cardiovascular prevalente e para 

aqueles com insuficiência cardíaca (106). 
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Algumas explicações foram aventadas, mas ainda não há evidências suficientes para 

adequada compreensão desse fenômeno. Boa resposta ao tratamento da ICC – que 

não costuma ser incluída como variável confundidora – parece diminuir os níveis 

circulantes de APN (107). A instituição de tratamento com β-bloqueadores, terapia 

padrão, capaz de alterar a sobrevida de indivíduos com insuficiência cardíaca, foi um 

dos determinantes da redução de adiponectina circulante nesses pacientes (108). 

Ainda, caquexia cardíaca, frequente entre pacientes com ICC, aumenta a 

concentração de APN, podendo ser a real causadora do aumento de mortalidade 

(96). Essa explicação, no entanto, não parece ser suficiente no caso de indivíduos de 

alto risco ou com doença arterial coronariana sem insuficiência cardíaca, já que a 

caquexia, nesse contexto, não costuma ser observada. Em 2010, van Berendoncks e 

col. (109) demonstraram a ocorrência de resistência periférica à APN em pacientes 

com ICC. Eles apontaram a redução da expressão de RNA mensageiro de 

receptores e aumento da expressão de adiponectina em células musculares 

esqueléticas nesses indivíduos em comparação a controles saudáveis. 

Enquanto evidências epidemiológicas sobre a relação entre adiponectina e doenças 

cardiovasculares somam-se, sem que seu papel esteja claramente definido, estudos 

experimentais in vivo e in vitro têm reproduzido de maneira mais consistente seus 

efeitos protetores sobre tecido miocárdico e vascular. 

  

2.2.4 – Adiponectina e remodelamento vascular 
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Em relação ao remodelamento macrovascular entre indivíduos hipertensos, 

adiponectina apresentou papel protetor, detectado em estudo transversal, estando 

inversamente associada à velocidade de onda de pulso (110), enquanto em estudo 

de coorte, associou-se inversamente ao risco de progressão da rigidez arterial (111). 

Quanto à microcirculação, apenas um estudo transversal avaliou associação entre 

adiponectina e retinopatia hipertensiva. A concentração de adiponectina foi em média 

20 ng/dl menor entre indivíduos hipertensos com retinopatia graus 3 e 4 na 

classificação de Keith-Wagener em comparação aos indivíduos com grau 1 (112). 

Nenhum estudo, até o momento, avaliou associação entre adiponectina e calibre 

vascular retiniano. 

Em estudos em modelos animais, adiponectina reduz a formação de neovasos na 

retina submetida à hipóxia (113) e tiazolidinedionas são eficazes em reduzir a 

neovascularização apenas em animais que expressam o gene da adiponectina (114). 

Esses estudos sugerem que adiponectina pode influenciar diretamente a 

microcirculação da retina. 

Adiponectina também se associa inversamente com proteinúria de baixo grau em 

indivíduos hipertensos obesos não diabéticos (115), apesar de apresentar 

associação paradoxalmente direta com graus avançados de proteinúria, doença 

renal crônica e mortalidade (116, 117). Experimentos em modelos animais sugerem 

que depleção de adiponectina leva à redução dos níveis de AMP-activated protein 

kinase (AMPK) nos glomérulos. As alterações morfológicas nos podócitos 

glomerulares foram observadas, com apagamento dos processos podais, o que 

poderia explicar albuminúria (118). 
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Alguns estudos têm investigado o efeito protetor da adiponectina sobre o tecido 

miocárdico. Submetendo cardiomiócitos a estímulo hipertrófico por estresse 

oxidativo, identificou-se a importância de vias associadas à estimulação de AMPK e 

concomitante redução da ativação de fator nuclear κ-B (NFκB), extracellular 

regulated protein kinase (ERK) e MMPs, sugerindo efeito anti-proliferativo e anti-

hipertrófico da APN (119, 120). Demonstrou-se também que estímulo hipertrófico por 

sinalização adrenérgica envolvendo ativação de peroxisome proliferator-activated 

receptor γ (PPAR- γ) é capaz de induzir produção de APN por cardiomiócitos, 

sugerindo ação autócrina ou parácrina (121). 

Pouco se sabe, no entanto, sobre a os mecanismos que envolvem a ação da APN 

sobre o remodelamento vascular. Um estudo sobre células isoladas a partir de tecido 

aórtico humano evidenciou que APN reduzia replicação e migração celular, além de 

diminuir a fosforilação de ERK, induzidas por fator de crescimento derivado de 

plaquetas-BB (PDGF-BB) (122). O mecanismo de inibição parecia relacionado à 

capacidade da APN de ligar-se ao PDGF-BB, impedindo sua ação. Como já 

mencionado, o PDGF-BB pode estar associado ao remodelamento da 

microcirculação, apesar de, no contexto da hipertensão não parecer ser um fator 

crucial. Se a APN é capaz de exercer efeitos diretos sobre o remodelamento 

microvascular, e através de que mecanismos, ainda são temas vagamente 

compreendidos. 
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3. Justificativa 

 

Os estudos epidemiológicos produzidos em Porto Alegre, no Brasil e no mundo 

geraram informações sobre fatores de risco para doença arterial coronariana, 

possibilitando o desenvolvimento de intervenções preventivas primárias e 

secundárias, cuja efetividade está bem documentada na literatura. Entretanto, os 

elos entre os eixos de investigação etiológica em modelos experimentais e de base 

epidemiológica são menos frequentes, pois o primeiro eixo usualmente desconsidera 

o papel do ambiente, incluindo-se nesse o social, na etiologia de doenças.  

Indivíduos hipertensos têm alta prevalência de outras comorbidades, como já 

demonstrado, e estão em risco de desenvolver alterações vasculares no fundo de 

olho. O estudo das imagens da retina permite visualização direta dos processos 

patológicos, seja por remodelamento vascular ou disfunção endotelial, que podem 

ser relacionados com exposições em diferentes níveis de complexidade. 

Nesse projeto buscou-se integrar o conhecimento epidemiológico com dados 

experimentais para a investigação fisiopatológica da doença cardiovascular em seres 

humanos. A base advinda de animais de experimentação, modelos em tecidos ou 

órgãos isolados e outras técnicas geram conhecimento que precisa ser transladado 

para seres humanos. A complexidade da experimentação em indivíduos necessita de 

modelos de patogenia próprios, testados em condições reais de vida na qual os 

indivíduos definem suas exposições, sejam de risco ou proteção, e adotam 

comportamentos e estilos de vida que não são controlados e modificam as respostas 

ao processo de saúde-doença. 
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5. Objetivos 

 

5.1 – Objetivos gerais 

 

O presente estudo teve por objetivo desenvolver modelos integrados de 

etiopatogenia das alterações microvasculares, avaliadas por calibre vascular, 

compostos por fatores de risco cardiovascular advindos da base epidemiológica, 

mecanismos moleculares oriundos de modelos experimentais, e sua translação na 

patogênese de doença cardiovascular em seres humanos.  

  

5.2 – Objetivos específicos 

 

5.2.1 – Avaliar a relação entre exposições, em diferentes níveis de 

complexidade, com alterações vasculares na retina, identificadas por análise 

semiautomática de retinografias digitais, utilizando software desenvolvido pelo grupo 

de Hipertensão, em indivíduos hipertensos. 

Foram analisadas as associações de anormalidades de retina – estreitamento 

arteriolar, razão arteríolo-venular, diâmetro de arteríolas e vênulas – com: 

- Sexo, cor da pele e idade; 

- Escolaridade; 
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- Tabagismo; 

- Obesidade (índice de massa corporal); 

- Circunferência da cintura; 

- Dislipidemia; 

- Diabetes mellitus; 

- Hemoglobina glicada; 

- Proteína C reativa; 

- Genótipo para o polimorfismo G894T do gene NOS3; 

- Adiponectina. 

5.2.2 – Caracterizar a interação desses mecanismos e sua associação com 

anormalidades retinianas, construindo um modelo para estudo do polimorfismo do 

gene NOS3 e outro para adiponectina plasmática. 
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Abstract 

BACKGROUND: Genetic inheritance is a major determinant of retinal vessel calibers, 

although most of the culprit polymorphisms remain to be identified. The G894T SNP 

of the NOS3 gene is associated with hypertension and other cardiovascular diseases. 

In the present study we investigated the association of this polymorphism with retinal 

vessel caliber among hypertensive individuals.  

METHODS: Subjects aged 18 years or more with previous diagnosis of hypertension 

were evaluated. Data on office and 24-h ambulatory blood pressure, past medical 

history, use of drug therapy, laboratory evaluation, and NOS3 genotype were 

collected. Vessel calibers were measured through microdensitometric analysis of 

fundus photographies.  

RESULTS: Comparing GG vs. TT/TG groups, mean arteriolar caliber was 107.1 

±10.5 (n=85) vs. 106.8 ±9.4 (n=84; P=0.98) and mean venular caliber was 129.2 

±13.8 (n=89) vs. 129.6 ±14.9 (n=84; P=0.95). Independent predictors of arteriolar 

caliber were HbA1c (β=-0.224; P=0.004), total cholesterol (β=-0.195; P=0.014), and 

the fellow vessel. Body mass index (β=0.181; P=0.02), smoking (β=0.170; P=0.03), 

and fellow vessel were independent predictors of venular caliber. The TT/TG 

genotype remained not associated with either arteriolar or venular calibers in the 

multivariable model. 

CONCLUSION: G894T polymorphism is not associated with retinal vessel caliber 

among patients with hypertension. 
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Background 

Retinal microvascular abnormalities are to some extent attributable to sustained high 

blood pressure (1), and a reduction in arteriolo-venular ratio may precede the 

diagnosis of hypertension (2). Narrower arterioles and wider venules are also 

predictors of cardiovascular events (3, 4).  

Genetic inheritance is a major determinant of retinal vessel caliber (5, 6) and 

genome-wide association studies (GWAS) were able to identify the loci related to 

arteriolar and venular calibers (6, 7). Although many genes related to nitric oxide (NO) 

synthesis pathway were implicated, the NOS3 gene – which encodes one of the main 

enzymes for vascular tonus regulation (8, 9) – was not significantly linked to the 

phenotype, neither were other candidate genes for cardiovascular disease, which 

have already been associated to retinal vessel caliber (10, 11). 

The association between polymorphisms of the endothelial nitric oxide synthase 

(NOS) gene (NOS3) and cardiovascular disease is well established in some 

populations (12-16), even though there is controversy on if the G894T (Glu298Asp) 

SNP causes reduced NO synthesis in vivo (17, 18). Carriers of T alele in Asian 

populations presented increased risk of hypertension (19) and of coronary heart 

disease (CHD) (20). In a study conducted in Brazil, the haplotype that included the T 

alele was associated with blood pressure elevation (21) and with reduced NO 

production in individuals with normal blood pressure (22).  

Considering the importance of NO in vascular regulation and the potential 

involvement of NOS3 polymorphisms in hypertension and CHD susceptibility (20), the 
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present study aimed to investigate the association of the NOS3 G894T SNP and 

retinal vessel caliber among hypertensive individuals. 

 

Methods 

Participants  

This cross-sectional study included individuals aged 18 years or older with previous 

diagnosis of hypertension, who were referred to tertiary care, who were screened to 

participate in a randomized clinical trial. Participants were excluded if they presented 

secondary hypertension, chronic renal failure on replacement therapy, acute coronary 

syndrome or stroke in the previous six months and chronic heart failure class III or IV 

of the New York Heart Association. The study protocol was approved by the 

Research Ethics Committee of Hospital de Clínicas de Porto Alegre (number: 09-

487), certified by the Office of Human Research Protections, and all participants 

provided a written informed consent. 

Studied variables 

Socio-demographic characteristics, past medical history, pharmacological treatment, 

and smoking status (current or past vs. never) were assessed by trained interviewers. 

Weight (kg) and height (m) measurements were made in duplicate and the average 

was used to calculate body mass index (BMI, in kg/m2). Peripheral venous blood 

sample were obtained after 12h fasting for analysis of plasma glucose, glicated 

hemoglobin (HbA1c), ultra sensible C reactive protein (CRP), serum creatinine and 

lipid profile.  Diagnosis of diabetes mellitus was established by fasting plasma 

glucose ≥ 126 mg/dl, HbA1c ≥6.5%, or use of anti-diabetic drug treatment. 



60 
 

Hypertension was reported at the interview, and confirmed by office systolic blood 

pressure (SBP) ≥140 mmHg, office diastolic blood pressure (DBP) ≥90 mmHg, or use 

of antihypertensive drugs. Office blood pressure (23) was measured with a validated 

automated device (OMRON HEM-705 CP; OMRON, Matsuzaka, Mie, Japan) and the 

mean of four measurements was employed in the analyses. Daytime, night-time and 

24h SBP and DBP were recorded using ambulatory blood pressure monitoring with 

validated device (Spacelabs 90207, Spacelabs, Redmond, WA), performed every 15 

minutes during the day and every 20 minutes at night, with a cuff size appropriate for 

the brachial circumference. 

Genotyping 

Peripheral venous blood sample was taken in the day of study interview, between 

2006 and 2008, and 2 ml of whole blood were stored at -80°C until 2010. DNA from 

peripheral leucocytes was extracted with a commercial kit with silica membrane 

(DNeasy® Blood & Tissue Kit, QIAGEN, Germantown, MD) and stored at -80°C. 

Genotyping was performed in 2011 through TaqMan® SNP Genotyping system, with 

pre-designed sequences (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).  

Retinal vessel caliber assessment 

The semi-automated microdensitometric method used for retinography analysis was 

previously described in details (24). In summary, 35° optic fundus colored 

photographs were taken under pharmacological mydriasis, and digitized. Trained 

graders, blinded to participant characteristics and genotype, identified arterioles and 

venules in an area between 1.5 and 2.0 optic disk diameter from disk border. Vessel 

limits were automatically determined and caliber was estimated by the mean distance 

of parallel vessel wall points. A calibration factor was used for converting pixels to 
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micrometers. This method presents good reproducibility; the intra-observer intraclass 

correlation coefficient (ICC) was 0.98 for both arterioles and venules and inter-

observer ICC was 0.95 for arterioles and 0.98 for venules (24).  

Statistical analysis 

Characteristics associated with retinal vessel calibers were investigated using a 

dominant model of inheritance for the T alele, as described in previous studies (19, 

20). Sample characteristics according to genotype were analyzed by Student t-test for 

independent samples, Mann-Whitney U, or Chi-square test. Univariate analysis for 

the association between genotype and retinal vessel calibers were performed with U 

test and Spearman correlation coefficient (ρ) due to heterocedasticity. Multivariate 

model was developed through hierarchical approach in order to control for 

confounding factors (25), and analysis was conducted using multiple linear 

regression. Genotype, age, sex, total cholesterol (19), and the fellow vessel were 

forced into the model, together with variables with a trend for association (P < 0.2) in 

the univariate analysis. Blood pressure was not included in the final model, since it 

could be an intermediate variable in the association between NOS3 genotype and 

vessel calibers. In order to detect a difference between groups of 5 µm for arterioles 

and 6 µm for venules with U test, assuming underlying normal distribution, the 

statistical power was, respectively, 88% and 80%, considering that mean arteriolar 

and venular caliber and the respective standard deviations were 105.1 ±10.2 and 

129.5 ±13.6 for the whole sample. Hardy-Weinberg equilibrium was verified with chi-

square test, and linkage disequilibrium would be considered if P<0.05. 
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Results 

Among 216 participants whose DNA was analyzed, 109 (50.5%) were homozygous 

for G alele, 86 (39.8%) were heterozygous, and 21 (9.7%) were homozygous for the 

T alele. Observed genotype distribution was as expected, according to Hardy-

Weinberg equilibrium (P=0.5). Among the 216 participants, 169 had information on 

mean arteriolar and 173 on mean venular calibers. Causes for missing data were 

poor image quality, technical impossibility of caliber assessment (n=6 for arterioles 

and n=2 for venules), or retinography not performed (n=41). 

Table 1 presents the description of the sample according to the genotype. There was 

a trend toward association of genotype with skin color – T allele was more frequent in 

whites, and with total cholesterol, which was lower in TT/TG group. However, no 

association between NOS3 genotype and vascular caliber was identified. Mean 

arteriolar caliber in GG group (n=85) was 107.1 ±10.5 vs. 106.8 ±9.4 in TT/TG group 

(n=84; P=0.98). For venules, mean caliber in the first group (n=89) was 129.2 ±13.8 

vs. 129.6 ±14.9, in the second (n=84; P=0.95).  

Table 2 shows characteristics associated with retinal vessel calibers. Arterioles were 

significantly wider in men than in women, and they were narrower in diabetic than 

non-diabetic individuals. No differences were observed in venular caliber, although 

there was a trend for wider venules among current or past smokers in comparison to 

individuals who never smoked.  

Correlation coefficients for variables in study and retinal vessel caliber are presented 

in Table 3. Office SBP and DBP showed a trend toward an inverse correlation with 

arteriolar caliber. HbA1c and C-reactive protein were inversely correlated with 

arteriolar caliber. There was a trend toward a negative correlation between total 
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cholesterol and arteriolar caliber, but positive with serum creatinine. No statistically 

significant correlations with venular caliber were identified, but there were trends 

toward associations with BMI and creatinine, both direct, but inverse for HDL 

cholesterol. 

Table 4 shows the multivariate model for variables associated with arteriole caliber, 

which included age, sex, HbA1c, total cholesterol, C-reactive protein, NOS3 

genotype, and the fellow vessel (venular caliber). The NOS3 genotype was not 

associated with arteriole caliber, but HbA1c and total cholesterol were independent 

predictors, and C-reactive protein presented a borderline statistical significance. The 

fellow vessel was the strongest predictor. The multivariate model for venular caliber 

included age, BMI, smoking status, total cholesterol, NOS3 genotype, and fellow 

vessel (arteriolar caliber). Body mass index and smoking status were directly and 

independently associated with venular caliber, while NOS3 genotype was not 

associated. No other significant associations were identified, besides the fellow 

vessel. Creatinine was not included in the final models since there was marked 

collinearity.  

 

Discussion 

This study demonstrated that NOS3 G894T SNP was not associated with retinal 

vessel calibers among hypertensive individuals. Other metabolic markers – HbA1c 

and total cholesterol – were inversely and independently associated with arteriolar 

caliber, while BMI and smoking were independent predictors of wider venular caliber. 
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GWAS conducted in an American population sample (7) showed the association 

between retinal vessel caliber and SNPs of genes related to NO synthesis pathway, 

although NOS3 had not been pointed out as a candidate gene. A study performed in 

Singapore (26) has confirmed the association of the HGF gene, which was identified 

through the GWAS and is thought to participate in NO synthesis, with arteriolar 

caliber, reinforcing the importance of this pathway in vessel caliber determination. 

Evidence from experimental models suggested that NO is an important vascular 

regulator in retina, where it is produced ubiquitously (27). Ganglionic cells, horizontal 

cells, photoreceptors, and Müller’s cells produce NO through neuronal nitric oxide 

synthase (encoded by NOS1). Retinal and choroidal endothelial cells and capilary 

pericytes produce NO through endothelial NOS (encoded by NOS3) (28). 

Polymorphisms in the latter gene, besides potentially altering NO synthesis in vivo 

(17), have been associated with hypertension (19, 20) and CHD (20). 

The evaluation of retinal vessels is an opportunity to study systemic microvascular 

remodeling that follows hypertension in human beings, in vivo (29). Experimental 

evidence suggests that an impaired NO production or bioavailability may participate in 

early phases of inward eutrophic remodeling, commonly found in individuals with 

essential hypertension (30). Although the microdensitometric method is unable to 

measure wall thickness, it is able to detect lumen narrowing (31). However, this study 

did not provide evidence of an influence of the G894T polymorphism on arteriolar or 

venular caliber. 

Investigations of candidate genes polymorphisms as genetic determinants of retinal 

vessel caliber have identified the ACE (10) and the ATR2 (11) genes as potentially 

implicated. Nonetheless, investigations of other candidates genes, such as ADD1, 
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ADRB2, GNB3 (32) APOE (33) and CFH (34), showed negative associations. Once 

more, a genetic polymorphisms supposedly related to cardiovascular abnormalities 

has failed to predict retinal vessel caliber. 

The absence of association between GENES and retinal vessels calibers may be at 

least in part explained. There are several other mechanisms of vasomotor regulation 

in the retina that are independent of the endothelial NOS, such as NO production 

through neuronal NOS and metabolic regulation through lactate and adenosine (28), 

which may have a compensatory effect. Furthermore, we investigated only the 

dominant inheritance model, but other studies report a recessive pattern for the T 

allele (12). The expressive number of comparisons needed and the small proportion 

homozigous individuals for T alele raise the concern of random error and discourage 

such analysis. Also, the sample restricted to hypertensive individuals may be 

contributing to the negative result. Essential hypertension is a polygenic disease (35), 

and other genes, or even other NOS3 polymorphisms, may be playing an important 

role in vascular caliber determination. Furthermore, small sample size has not 

allowed subgroup analysis according to pharmacological treatment, what would be 

desirable considering the potential pharmacogenetic implcations of the G894T 

polymorphism (36). 

To date, we are not aware of previous studies of retinal vessel caliber and the G849T 

SNP of the NOS3 gene. Among the strengths of our study are the method employed 

for retinal vessel caliber assessment, which has good reproducibility, and a focus 

based on the previous physiopathological knowledge, reducing the number of 

comparisons and chance for spurious findings.  
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Conclusion 

G849T SNP of the NOS3 gene is not associated with arteriolar and venular calibers 

measured through automatic retinography analysis. Studies including larger sample 

size and other populations are needed to improve the understanding of the role of 

NOS3 polymorphisms on retinal vessel caliber. 
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Table 1. Sample characteristics according to NOS3 genotype [mean ±SD 

or n (%)] 

Characteristics GG (N=109) TT/TG (N=107) P  

Men 46 (42.2) 39 (36.4) 0.4 

Age (years) 60.0 ±11.0 60.5 ±11.4 0.8 

Non-white 34 (31.2) 21 (19.6) 0.05 

Current/past smoker 47 (43.9) 46 (44.2) 1.0 

Body mass index (kg/m²) 29.8 ±5.1 30.4 ±5.0 0.4 

Office SBP (mmHg) 152.3 ±20.9 150.1 ±19.5 0.4 

Office DBP (mmHg) 87.0 ±12.4 85.4 ±11.1 0.3 

24h-SBP (mmHg) 132.7 ±17.3 134.4 ±16.0 0.5 

24h-DBP (mmHg) 77.9 ±12.3 78.5 ±11.0 0.7 

Daytime SBP (mmHg) 136.2 ±16.5 138.1 ±16.3 0.4 

Daytime DBP (mmHg) 81.2 ±12.7 81.9 ±11.4 0.7 

Night-time SBP (mmHg) 126.0 ±20.7 127.0 ±17.6 0.7 

Night-time DBP (mmHg) 71.3 ±13.0 71.4 ±11.7 0.9 

Diabetes 47 (43.1) 48 (44.9) 0.8 

HbA1c (%) 6.74 ±1.46 6.59 ±1.07 0.4 

HDL cholesterol (mg/dl) 47.7 ±11.7 48.9 ±14.7 0.5 

Total cholesterol (mg/dl) 206.4 ±45.4 197.5 ±36.5 0.15 

Triglycerides (mg/dl)¹ 152.0 (105.5-212.5) 133.5 (101.5-192.0) 0.4 

Creatinine (mg/dl) 0.98 ±0.25 0.95 ±0.25 0.4 

C-reactive protein (mg/dl)¹ 2.65 (1.5-4.7) 3.2 (1.85-5.2) 0.2 

Anti-hypertensive drugs    

Thiazide diuretics 61 (56.0) 67 (62.6) 0.3 

ACE inhibitors 72 (66.1) 72 (67.3) 0.8 

ARB 5 (4.6) 5 (4.7) 1.0 

Beta-Blocker 50 (45.9) 53 (49.5) 0.6 

Calcium Channel Blocker 28 (25.7) 31 (29.0) 0.6 

¹median (interqualtile range);  SBP:systolic blood pressure; DBP: diastolic 

blood pressure; ARB: angiotensin receptor blockers 
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Table 2. Characteristics associated with retinal vessel calibers (mean 

±SD)¹ 

Characteristics Arteriolar caliber 

(n=169) 

P¹ Venular caliber 

(n=173) 

P¹ 

Sex  0.049  0.3 

Men 108.01 ±9.0  131.6 ±17.0  

Women 106.2 ±10.4  128.0 ±12.3  

Skin color  0.6  0.2 

White 107.3 ±10.4  128.6 ±14.5  

Non-white 105.9 ±8.8  131.3 ±14.0  

Smoking  0.3  0.13 

Current/past smoker 106.1 ±8.8  130.7 ±12.7  

Never smoked 107.8 ±10.8  127.7 ±14.5  

Diabetes  0.04  0.7 

Yes 104.8 ±7.7  130.0 ±15.8  

No 108.6 ±11.2  128.9 ±13.1  

¹Mann-Whitney U test 
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Table 3. Correlation between retinal vessel calibers and studied variables¹ 

Characteristics 
Arteriolar caliber 

(n=169) 

Venular caliber 

(n=173) 

 Ρ P ρ P 

Age (years) 0.070 0.4 0.028 0.7 

Office SBP (mmHg) -0.166 0.13 0.027 0.7 

Office DBP (mmHg) -0.119 0.12 0.010 0.9 

24h-SBP (mmHg) -0.068 0.4 0.013 0.9 

24h-DBP (mmHg) -0.011 0.9 0.057 0.5 

Daytime SBP (mmHg) -0.051 0.5 0.031 0.7 

Daytime DBP (mmHg) 0.006 0.9 0.072 0.4 

Night-time SBP (mmHg) -0.090 0.2 -0.039 0.6 

Night-time DBP (mmHg) 0.028 0.7 0.007 0.9 

Body mass index (kg/m²) -0.055 0.5 0.098 0.19 

HbA1c (%) -0.187 0.02 0.015 0.8 

HDL cholesterol (mg/dl) -0.078 0.3 -0.148 0.06 

Total cholesterol (mg/dl) -0.148 0.08 -0.073 0.4 

Triglycerides (mg/dl) 0.037 0.6 0.050 0.5 

Creatinine (mg/dl) 0.125 0.12 0.119 0.14 

C-reactive protein (mg/dl) -0.181 0.02 0.032 0.7 

¹Spearman correlation coefficient  

SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure 
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Table 4. Multiple linear regression model of retinal 

vessels determinants in hypertensive patients 

Characteristics Adjusted β* P  

Arteriole caliber (µm) 

Age (years) 0.028 0.7 

Sex (male) -0.023 0.8 

HbA1c (%) -0.224 0.004 

Total cholesterol (mg/dL) -0.195 0.014 

C-reactive protein (mg/dL) -0.156 0.052 

NOS3 genotype – TT/GT 0.017 0.8 

Venular caliber (µm) 0.375 <0.001 

Model R²=0.260 <0.001 

Venular caliber (µm) 

Age (years) 0.112 0.2 

Body mass index (kg/m²) 0.181 0.02 

Smoking (current/past vs. never) 0.170 0.03 

Total cholesterol (mg/dL) 0.071 0.4 

NOS3 genotype – TT/GT 0.034 0.7 

Arteriolar caliber (µm) 0.439 <0.001 

Model R²=0.227 <0.001 

*Adjusted for all variables presented in the table 

separately for arteriolas and venular calibers 
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Abstract  

BACKGROUND: Adiponectin is believed to be protective against macrovascular 

disease, but it is predictive of adverse outcomes in high-risk patients as well. The 

relationship of adiponectin and microvascular abnormalities among hypertensive 

individuals is unknown. This study aimed to assess the association between plasma 

adiponectin and retinal vessel calibers in this population. 

METHODS: This cross-sectional study included 172 participants, aged 18 to 80 

years, referred to the hypertension outpatient clinic of a university-affiliated hospital. 

Subjects with recent cardiovascular events, advanced heart failure and end-stage 

renal disease were excluded. Clinical and demographic data and blood pressure were 

assessed. Adiponectin was quantified with ELISA. Arteriolar and venular calibers 

were measured in retinographies with a microdensitometric method. 

RESULTS: Among individuals with adiponectin below the median, mean age was 

58.3±11.3 years and 61.2±10.8 years for those above (P=0.09). The first group had 

greater waist circumference (102.0 ±10.0 vs. 98.6 ±11.8 cm; P=0.04), higher HbA1c 

(6.8±1.4 vs. 6.4±0.8%, P=0.008), higher prevalence of diabetes (50.0 vs. 33.7%, 

P=0.03), and lower HDL cholesterol (45.7±10.9 vs. 50.7±14.0 mg/dl, P=0.01). 

Arteriolar caliber was directly correlated with age, but inversely with HbA1c. In 

multivariate analysis, adiponectin (β =-0.260, P=0.004), HbA1c (β =-0.293, P=0.001) 

and office diastolic blood pressure (β =-0.176, P=0.047) were inversely associated 

with arteriolar caliber exclusively among older participants. 
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CONCLUSIONS: Adiponectin is inversely associated with retinal arteriolar caliber in 

older hypertensive subjects, suggesting that adiponectin is a marker of microvascular 

damage and of higher cardiovascular risk in this age stratum.  

 

Keywords: adiponectin, retina, vessels, hypertension, microcirculation 
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Background 

Adiponectin, an adipose tissue-derived hormone, increases insulin sensitivity in 

various tissues and modulates inflammatory processes, among other effects (1). In 

cohort studies conducted in the general population, individuals with higher plasma 

adiponectin concentrations had a lower risk of coronary artery disease (CAD) (2). 

Paradoxically, after an episode of acute coronary syndrome, higher adiponectin levels 

were associated with an increased incidence of myocardial infarction or death during 

follow-up (3). Hence, although adiponectin seems to be an anti-atherosclerotic 

hormone, its pathophysiologic role and prognostic significance are still not well 

established. 

Some authors have considered adiponectin as a molecular marker of hypertension 

(4), but only a limited number of studies evaluated the relationship between 

adiponectin and cardiovascular prognosis in individuals with hypertension (5, 6, 8). 

Furthermore, regarding macrovascular events, only surrogate endpoints were 

investigated in patients with hypertension. Low circulating adiponectin levels were 

associated with a reduction in carotid-femoral pulse wave velocity (5, 6) – partially 

explaining the association between arterial stiffness and visceral obesity (7) – and 

with increased risk of arterial stiffness progression (8) among individuals with 

hypertension. These findings are in accordance with the concept that adiponectin is a 

protective hormone against atherosclerosis and arteriosclerosis.  

The association between microvascular damage and reduction in circulating 

adiponectin was also suggested, since low plasma levels were found among 

individuals with severe hypertensive retinopathy (9), diagnosed by indirect and direct 

ophthalmoscopy.  
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In the past decade, innovations in retinography image analysis such as the 

microdensitometric method have improved the accuracy in the detection of arteriolar 

and venular calibers, with better reproducibility than direct ophthalmoscopy (10). 

Retinography analysis offers a direct, in vivo visualization of microvascular 

pathological processes that occur systemically in hypertensive individuals (11). 

Moreover, evaluation of retinal vessels caliber in large population-based 

epidemiologic studies showed that narrower arterioles and wider venules were 

associated with worse cardiovascular diagnosis (12, 13). The aim of the present study 

was to evaluate the association between plasma adiponectin and retinal arteriolar and 

venular calibers among patients with hypertension. 

 

Methods 

This cross sectional study enrolled subjects aged 18 to 80 years with previous 

diagnosis of hypertension, evaluated at a tertiary care university-affiliated hospital 

during the screening for a randomized clinical trial (14). We excluded subjects with 

history of acute coronary syndrome or stroke in the six months previous to study 

entry, heart failure New York Heart Association functional classification III or IV, end-

stage renal disease on dialysis or clinical evidence of secondary hypertension. The 

study protocol was approved by the Ethics Committee of Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre (number: 09-487), certified by the Office of Human Research 

Protections, and all participants gave written informed consent.  

Socio-demographic characteristics, past medical history, current drug therapy and 

tobacco use (in pack-years) were collected through a standardized interview. Weight 

(kg), height (m), and waist circumference (cm) were measured in duplicate, and body 
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mass index (BMI, kg/m2) was calculated. Diagnosis of diabetes was defined as 

fasting glucose ≥ 126 mg/dl, glycated hemoglobin (HbA1c) ≥ 6.5% or use of 

antidiabetic drugs.  

Certified investigators performed data collection and standardized office blood 

pressure (BP) measurements (15) using a validated oscillometric device (OMRON 

HEM-705 CP; OMRON, Matsuzaka, Mie, Japan). Hypertension was diagnosed by 

systolic BP ≥ 140 mmHg or diastolic BP ≥ 90 mmHg (average of 4 measurements, in 

two visits) or use of antihypertensive drugs. Ambulatory blood pressure monitoring 

was carried out using a validated device (Spacelabs 90207, Spacelabs, Redmond, 

WA), with BP measured every 15 minutes between 07:00 and 23:00 h and every 20 

minutes between 23:00 and 07:00 h (16). Twenty four hours systolic blood pressure 

(24h SBP) and diastolic blood pressure (24h DBP), daytime SBP and DBP, and night-

time SBP and DBP were calculated and used in analysis. 

Detailed description of retinography acquisition and analysis were provided elsewhere 

(17). Briefly, 35° color fundus photographs were taken after pharmacological 

mydriasis, and subsequently digitized. Trained and blinded graders identified vessels 

in an area corresponding to 1.5 to 2.0 optic disc diameters from disc edge. Mean 

vessel caliber was measured in pixels and converted to micrometers (µm) by the 

software, according to the calibration factor. Intra-observer intraclass correlation 

coefficient (ICC) was 0.98 for arterioles and venules, while inter-observer ICC was 

0.95 e 0.98 for arterioles and venules, respectively (17). 

Total cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides, HbA1c, creatinine, and high-

sensitivity C reactive protein (hs-CRP) were measured. Venous blood samples were 

collected after 12h fasting and stored in EDTA-treated tubes at -80 °C for adiponectin 
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measurement, held in a subsample of consecutive participants. Total adiponectin 

quantification was performed by enzyme-linked imunossorbent assey (ELISA), 

according to manufacturer's protocol [Adiponectin (Multimeric) ALPCO, USA]. 

Statistical Analysis 

Univariate analyzes were performed using Student’s t test, Mann-Whitney U test, chi-

square test or Spearman’s correlation coefficient (ρ). Multiple linear regression 

models, using a hierarchical approach to control for confounding fators (18), were 

used. In brief, the conceptual framework assumed that demographic variables (distal 

determinants) may affect other intermediate confounding factors, but were not 

influenced by them (18). All variables with a trend for significance in the univariate 

analysis (P<0.2) were included in the multivariate models, in addition to age and the 

fellow vessel, which were forced in the model. Gender was included only in the model 

with venular caliber as outcome. Because we found an interaction between 

adiponectin and age in the multivariate analysis, we stratified the sample by age (27 

to 59 and 60 to 80 years of age), and run the multivariate models within each stratum. 

Variables with non-normal distribution were log-transformed. Collinearity was 

evaluated through condition index values. To detect a R²=0.2, assuming alpha=0.05 

and 7 variables in the model, a sample size of 90 individuals would yeld statistical 

power of 92%. Statistical analysis was performed using SPSS for Windows v.18 

(SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). 
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Results 

In total, 448 subjects were screened and 172 who underwent retinography and 

adiponectin measurement were enrolled. They were aged 27 to 80 years, 73% had 

hypertension for more than five years, and had these and other characteristics similar 

to the overall sample. Patients were stratified according to adiponectin median [5.94 

ng/ml, interquartile range (IQR): 2.48–11.09], and their characteristics are showed in 

Table 1. Individuals with adiponectin concentrations above the median had smaller 

waist circumference, lower prevalence of diabetes mellitus, lower HbA1c, and higher 

HDL cholesterol, with a trend toward association with lower triglycerides. Office BP 

and ABPM did not differ significantly between groups, but there was a trend for higher 

office DBP and lower night-time SBP among patients with adiponectin below the 

median. There were no statistically significant differences in relation to 

pharmacological treatment of hypertension, use of metformin or statins. 

Table 2 presents the characteristics associated with arteriolar and venular calibers. 

Arteriolar caliber was directly correlated with age, inversely with HbA1c levels and 

tended to be smaller among subjects with non-white skin color and those with 

diabetes. There was a trend for association between arteriolar caliber and hs-CRP, as 

well as with office DBP. Venules were wider among men, and there was a trend for 

direct associations with smoking and waist circumference, and inverse association 

with HDL and adiponectin. 

The analysis conducted by age stratum is presented in Table 3. No independent 

predictors of arteriolar caliber were detected in the multiple regression model among 

individuals aged 27-59 years. Among individuals 60 to 80 years old, log-adiponectin, 

HbA1C and the fellow vessel were independent predictors of arteriolar caliber, 
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presenting inverse association with caliber. For venular caliber, in opposition to 

arteriolar caliber, no significant predictors were identified among older individuals. For 

younger individuals, the full regression model for venular caliber was statistically 

significant, but only the fellow vessel was an independent predictor of venular caliber. 

 

Discussion 

The present study demonstrated an inverse association between plasma adiponectin 

and glycated hemoglobin with arteriolar caliber in hypertensive subjects aged 60 to 80 

years. Independent predictors of venular caliber were not identified except the fellow 

vessel among younger individuals. The inverse association of arteriolar caliber with 

adiponectin suggested that higher levels could be marker of vascular damage. This 

could explain, at least partially, the association between higher adiponectin levels and 

poor cardiovascular prognosis among individuals with high cardiovascular risk (2). 

Studies on animal models have shown that adiponectin reduces pathological 

microvessel formation on the hypoxic retina (19), and thiazolidinediones suppressed 

retinal neovascularization effectively only in animals expressing the adiponectin gene 

(20). Furthermore, in a clinical study, adiponectin was approximately 20 ng/dl lower 

among individuals with grade 3 and 4 hypertensive retinopathy compared to subjects 

with grade 1, according to Keith-Wagener classification (9).  

Results on the association between adiponectin and arteriolar caliber detected in our 

study are opposite to those previously mentioned. This may have occurred because 

the study assessing hypertensive retinopathy (9) and both studies that investigated 

arterial stiffness in subjects with hypertension (5, 6) included individuals with lower 
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frequency of other cardiovascular risk factors. For example, diabetic subjects were 

excluded in two of these studies, while in the third one only 8.5% of participants had 

diabetes. They also included patients with less severe or more recent diagnosis of 

hypertension. 

On the other hand, our results were similar to those reported among individuals with 

suspected coronary artery disease (CAD) (21), established CAD (3), and chronic 

heart failure (22). In these populations, high adiponectin was associated with worse 

prognosis, and was associated with the incidence of coronary events and mortality. 

Taking together, these findings suggest that high levels of adiponectin identify 

individuals at higher risk of having a cardiovascular event because of a previous 

clinically diagnosed cardiovascular disease or markers of subclinical cardiovascular 

disease, such as retinal vessel abnormalities. High levels of adiponectin could 

therefore be a marker of microvascular disease or dysfunction. 

An unexpected finding was the direct association between age and arteriole caliber. 

In previous studies of retinal vessels and cardiovascular disease, age was analyzed 

mostly as a confounding factor, so that data on the association between aging and 

arteriolar narrowing are scarce. Leung et al (23) reported an inverse association 

between central retina arteriolar equivalent (an index for arteriolar caliber) and age in 

a population-based sample in which over 70% of individuals were over 60 years old 

and 45% were hypertensive. Notwithstanding, they also found an unexpected 

increase in arteriole-venular ratio (AVR) among men over 80 years of age, while 

among women of that age there was no further decrease of AVR. These 

observations, in addition to those made in our study, may be due to survival bias, i.e., 

people with narrower arterioles would have poorer health (and therefore they would 
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not be enrolled in our study) or died before older individuals with wider vessels. Age 

was a modifying factor of the association between adiponectin and arteriole caliber. In 

the Cardiovascular Health Study (24), age was an independently and directly 

associated with adiponectin concentration, which was was directly associated with 

increased mortality. Our findings suggest that microvascular changes detected in the 

retinal vessels could intermediate the association of higher adiponectin levels and 

worse cardiovascular prognosis in the elderly.  

Some limitations of our study deserve mention. It was not possible to isolate the effect 

of drug treatment. Use of beta-blocker was associated with lower concentrations of 

adiponectin (data not shown) and similar results were observed in patients with heart 

failure (25). Among these patients, beta-blocker use appears to be a determining 

factor in reversing the prognostic value of adiponectin (26). Other antihypertensive 

drugs such as ACE inhibitors and ARBs may also alter plasma adiponectin values 

(27, 28).  

Although the number of subjects included in our study provides sufficient statistical 

power to detect associations in the analysis using continuous variables, it did not 

allow subgroup analysis. The cross-sectional design precludes the establishment of 

causal relationships, and inference about the prognostic value of adiponectin may 

only be made based on the previously described association between retinal vessels 

caliber and cardiovascular events (12, 13). Nevertheless, our study allowed o 

characterize the role of adiponectin in a context scarcely investigated, i. e., among 

hypertensive patients with high cardiovascular risk profile.  
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Conclusion 

Adiponectin is inversely associated with retinal arteriolar caliber in older hypertensive 

subjects, suggesting that adiponectin is a marker of microvascular damage and of 

higher cardiovascular risk of hypertensive patients at this age stratum. Prospective 

investigations are needed to establish whether this association has a causal role. 
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Table 1. Sample characteristics according to median* of plasma 

adiponectin concentration [mean ±SD, median (IQ range) or n (%)] 

Characteristics Adiponectin  

< median (n=86) 

Adiponectin  

≥ median (n=86) 

P value 

Age (years) 58.3 ±11.3 61.2 ±10.8 0.09 

Men  40.7 32.6 0.3 

Non-white 27.9 25.6 0.7 

Smoking (pack-years)    

Zero 62.2 52.9 0.4 

0.01-5.4 8.5 14.1  

≥5.41 29.3 32.9  

Body mass index (kg/m²) 30.2 ±4.7 29.4 ±5.2 0.3 

Waist circumference (cm) 102.0 ±10.0 98.6 ±11.8 0.04 

Office blood pressure    

SBP (mmHg) 151.0 ±19.2 149.6 ±17.8 0.6 

DBP (mmHg) 86.7 ±11.3 83.9 ±10.4 0.09 

ABPM (mmHg)            

24h SBP 131.5 ±16.0 135. 6 ±16.1 0.14 

24h DBP 77.59 ±11.9 78.28 ±11.0 0.7 

Daytime SBP 135.27 ±15.86 138.99 ±16.1 0.2 

Daytime DBP 80.959 ±12.46 81.7 ±11.18 0.17 

Night-time SBP 123.9 ±18.259 129.2 ±19.146 0.09 

Night-time DBP 70.7 ±12.09 71.59 ±12.29 0.7 

Diabetes mellitus 50.0 33.7 0.03 

HbA1c (%)  6.84 ±1.44 6.37 ±0.81 0.008 

Serum creatinine (mg/dl) 0.94 ±0.24 0.97 ±0.28 0.5 

HDL cholesterol (mg/dl) 45.7 ±10.9 50.7 ±14.0 0.02 

Total cholesterol (mg/dl) 198.8 ±44.2 201.6 ±39.6 0.7 

Triglycerides 155.0 (108.0-

215.5) 

126.5 (100.5-

167.0) 

0.055 

C-Reactive protein 2.7 (1.6-4.4) 2.8 (1.6-5.2) 0.9 

  Continues 
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Table 1. (Continuing) 

Characteristics Adiponectin  

< median (n=86) 

Adiponectin 

 ≥ median (n=86) 

P value 

Previous history of CVD** 24.4 22.1 0.7 

Drug therapy    

Thiazide diuretics 58.1 59.3 0.9 

Beta-blockers 46.5 44.2 0.8 

ACE inhibitors 67.4 66.3 0.9 

ARB 3.5 8.1 0.19 

Calcium channel blockers 23.3 33.7 0.13 

Metformin 9.3 7.0 0.6 

Simvastatin 17.4 17.4 1.0 

*Median of adiponectin = 5.94 ng/ml 

**Previous history of stable angina, acute coronary syndrome, myocardial 

revascularization, heart failure, stroke, or peripheral obstructive arterial disease 

SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; ABPM: ambulatory 

blood (cont.) (continuing) pressure monitoring; CVD: cardiovascular disease; 

ACE: angiotensin converting enzyme; ARB: angiotensin receptor blocker 
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Table 2. Characteristics associated with retinal vessel caliber 

 Arterioles 
P 

Venules 
P 

Characteristics (mean ±SD* or ρ†) (mean ±SD* or ρ †) 

Age (years) 0.183 0.03 0.072 0.4 

Sex  0.5  0.04 

Men 108.5 ±8.7  132.3 ±17.9  

Women 107.2 ±11.7  127.2 ±11.4  

Skin color        0.16  0.5 

White 108.5 ±11.5  128.5 ±14.7  

Non-white 105.6 ±8.4  130.4 ±13.0  

Smoking  (pack-years) -0.069 0.4 0.134 0.12 

Body mass index 

(kg/m²) 
-0.016 0.8 0.065 0.4 

Waist circumference 

(cm) 
0.011 0.9 0.140 0.10 

HbA1c (%) -0.211 0.01 -0.013 0.9 

Diabetes mellitus  0.06  1.0 

Yes 105.7 ±9.0  129.1 ±15.5  

No 109.1 ±11.7  129.0 ±13.3  

Previous CVD  0.5  1.0 

   Yes 108.9 ±12.2  129.1 ±14.2  

   No 107.3 ±10.2  129.0 ±14.2  

Log-Adiponectin -0.068 0.5 -0.112 0.19 

Serum creatinine 

(mg/dl) 
0.15 0.11 0.18 0.04 

HDL cholesterol (mg/dl) -0.063 0.5 -0.145 0.10 

Total cholesterol (mg/dl) -0.077 0.4 -0.024 0.8 

Log-C-reactive protein -0.154 0.08 -0.018 0.8 

Office SBP  (mmHg) -0.089 0.3 -0.004 1.0 

Office DBP  (mmHg) -0.156 0.07 -0.005 0.9 

   Continues 
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Table 2. (Continuing) 

 Arterioles P Venules P 

Characteristics (mean ±SD* or ρ†)  (mean ±SD* or ρ †)  

ABPM (mmHg)     

24h SBP -0.052 0.6 -0.035 0.7 

24h DBP -0.080 0.4 0.019 0.8 

Daytime SBP -0.047 0.6 -0.019 0.8 

Daytime DBP -0.066 0.4 0.043 0.6 

Night-time SBP -0.073 0.4 -0.096 0.3 

Night-time DBP -0.081 0.4 -0.042 0.6 

*Vessel diameter in µm; †Spearman’s correlation coefficient 
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Table 3. Multiple linear regression model of retinal vessels 

determinants in hypertensive patients according to age  

Characteristics 
27-59 years (n=90) 60-80 years (n=82) 

Adjusted β* P value Adjusted β* P value 

 Arteriolar caliber (µm) 

Age (years) -0.063 0.6 0.170 0.11 

Non-white skin color -0.187 0.13 -0.048 0.6 

Adiponectin-log (ng/ml) -0.005 1,0 -0.410 <0.001 

HbA1c (%) -0.217 0.08 -0.362 0.001 

PCRlog -0.193 0.12 -0.074 0.5 

Office DBP (mmHg) -0.162 0.2 -0.073 0.5 

Venular caliber (µm) 0.135 0.3 0.276 0.008 

Full model R²= 0.20 P=0.07 R²= 0.44 P<0.001 

 Venular caliber (µm) 

Female sex -0.142 0.3 -0.003 1.0 

Smoking (pack-years)         0.211 0.08 -0.063 0.6 

HDL cholesterol (mg/dl) -0.102 0.5 -0.066 0.6 

Adiponectin-log (ng/ml) -0.106 0.4 -0.002 1.0 

Waist cirfumference (cm) 0.148 0.3 0.064 0.6 

Arteriolar caliber (µm) 0.298 0.02 0.325 0.03 

Full model R²=0.24 P=0.02 R²=0.14 P=0.2 

* Adjusted for all variables in the table, separately for arteriole and venular 

calibers.  
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8. Conclusões 

 

A investigação realizada nesse estudo permitiu estabelecer associações de variáveis 

clínicas, sociodemográficas e laboratoriais com calibre dos vasos da retina, utilizando 

análise microdensitométrica de retinografias, em pacientes hipertensos. Idade, 

hemoglobina glicada e adiponectina foram preditores independentes de calibre 

arterial em indivíduos mais velhos, detectada em modelo multivariado que integrou 

diferentes níveis de exposições a fatores de risco. No modelo hierarquizado 

construído para calibre venular, não se identificarm preditores independentes. Esses 

dados sugerem a influência de fatores metabólicos da determinação do calibre 

arteriolar, e que outros fatores, diferentes dos estudados, são relevantes na 

determinação do calibre de vênulas. 

No estudo do polimorfismo G894T do gene NOS3, hemoglobina glicada e colesterol 

total foram preditores independentes do calibre arteriolar. Identificou-se associação 

intedependente entre calibre venular e índice de massa corporal e tabagismo nessa 

amostra. O polimorfismo de interesse da enzima óxido nítrico sintase endotelial não 

foi associado ao fenótipo estudado. 
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9. Considerações finais 

 

Desenvolver e aplicar um modelo inovador na investigação de mecanismos 

fisiopatológicos em seres humanos foi o principal desafio dessa tese. Apesar de 

algumas limitações, os estudos conduzidos e aqui apresentados permitiram aplicar 

conhecimentos desenvolvidos no campo da pesquisa epidemiológica para avaliação 

de marcadores moleculares que têm potencial implicação na gênese e no curso 

clínico das doenças cardiovasculares.  

A aspiração não foi a de estabelecer relações causais ou fornecer evidências 

equivalentes às originadas pela experimentação em modelos animais ou in vitro. No 

entanto, foi possível estabelecer modelos úteis para a análise exploratória da 

utilidade e significância desses marcadores. Isso porque, através deles, podemos 

aproximar a visualização direta de processos patológicos da microcirculação ao 

contexto clínico e sociodemográfico da população estudada. Essas informações 

carreiam consigo exposições ambientais, hábitos, sejam benéficos ou não, entre 

outros fatores, que não podem ser controlados e avaliados propriamente nos estudos 

experimentais. 

Essa contextualização é útil porque possibilita avaliar precocemente a relevância 

clínica de um biomarcador e porque instiga o aprofundamento da pesquisa 

experimental naqueles pontos que se mostraram mais relevantes no contexto clínico. 

A avaliação completa da utilidade de um biomarcador não faz parte do escopo 

desses trabalhos, assim como não faz o estabelecimento de vias bioquímicas 

implicadas nas alterações microvasculares associadas à hipertensão. Mas esses 

estudos certamente serviram para gerar hipóteses e suscitar novas perguntas que se 
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tornarão projetos de pesquisa. A continuidade desse trabalho é que poderá 

responder às questões deixadas em aberto, como por exemplo, qual é a gênese do 

paradoxo do adiponectina, e qual a influência da idade nessa associação? Ainda, 

estamos diante de dois marcadores prognósticos independentes, ou adiponectina 

pode exercer alguma influência direta sobre o remodelamento microvascular, a 

exemplo do que ocorre com a insulina? Quanto aos fatores genéticos, outros genes, 

na via da síntese do óxido nítrico, ou outros SNPs no gene NOS3, podem influenciar 

o calibre vascular?  

Espera-se continuar utilizando a análise do calibre vascular da retina como medida in 

vivo de alterações microvasculares, seja pela microdensitometria ou pela 

incorporação de novas tecnologias, e ampliar a variedade de marcadores 

moleculares investigados. 

 


