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RESUMO

Em pacientes hipertensos resistentes, frequentemente obesos, tanto a pressdo arterial elevada
como a obesidade contribuem para a disfun¢do vascular. Além disso, resultados prévios
demonstraram que distirbios autondmicos estdo relacionados com a obesidade e hipertensao
e que a reducdo da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) pode representar um fator de
risco para a hipertensdo. Para melhor entender a relacdo entre a disfungdo autondmica e a
hipertensao arterial resistente (HAR), este trabalho teve a finalidade de avaliar a associa¢do
entre a VFC, obesidade e funcdo vascular na HAR. Trinta e sete pacientes com hipertensao
arterial resistente foram selecionados. Os parametros da VFC foram obtidos a partir da
gravacdo ambulatorial simultinea com Holter/MAPA de 24 horas e analisados no dominio
do tempo. A funcdo endotelial foi avaliada com a técnica da vasodilatacio mediada pelo
fluxo (VMF) e a rigidez arterial pela velocidade da onda de pulso (VOP). Encontramos
correlagdo positiva entre o desvio padrdo de todos os intervalos RR normais (SDNN) e o
desvio padrao das médias dos intervalos RR normais calculados em intervalos de 5 min
(SDANN) com a VMF (r = 0,56, p = 0,001; r = 0,48, p = 0,006, respectivamente) mas nao
com a VOP. Além disso, SDNN foi negativamente correlacionada com o indice de massa
corporal e circunferéncia da cintura (r = -0,44, p = 0,01; r = -0,34, p = 0,04,
respectivamente). Esses achados reforcam a importancia da hiperativacdo do sistema
nervoso simpdtico em hipertensos resistentes obesos. Além disso, a associagdo entre os
parametros da VFC e a disfuncdo endotelial e obesidade sugerem um potencial mecanismo

fisiopatoldgico na resisténcia a terapia anti-hipertensiva.

Palavras-chave: hipertensao, sistema nervoso autdnomo e obesidade.
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ABSTRACT

Resistant hypertensive patients are generally overweight or obese, either high blood pressure
as obesity contribute to vascular damage. Moreover, previous data showed that autonomic
imbalance is related to obesity as well as hypertension. Reduced heart rate variability (HRV)
may represent a risk factor for hypertension. In order to better understand the relationship
between impaired autonomic function and resistant hypertension (RHTN), we aimed to
evaluate the association between HRV, obesity and vascular function in RHTN. Thirty-seven
resistant hypertensive patients were selected. Parameters of HRV were derived from the
simultaneous recording of 24-hour Holter ambulatory electrocardiographic /ABPM and
analyzed in time domain. Endothelial function was assessed by flow mediated dilation (FMD)
technique and arterial stiffness by pulse wave velocity (PWV). We found positive correlation
between standard deviation of all normal RR intervals (SDNN) and standard deviation of
mean RR interval in all 5-minute segments of a 24-hour recording (SDANN) with FMD (r =
0.56, p=0.001; r = 0.48, p = 0.006, respectively) but not with PWV. In addition, SDNN was
negatively correlated with body mass index and waist circumference (r = -0.44, p =0.01;r = -
0.34, p = 0.04, respectively). These data strengthen the importance of sympathetic
overactivity in obese resistant hypertensive subjects. Furthermore, the relationship between
HRV parameters with endothelial dysfunction and obesity suggest a potential
pathophysiological mechanism in RHTN.

Keywords: hypertension, autonomic nervous system, obesity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos Preliminares

Entre varios mecanismos fisiolégicos estabelecidos, o sistema nervoso autdnomo
(SNA) e o endotélio vascular desempenham um importante papel na regulacdo da PA [1].
Alteracdes na funcionalidade destes mecanismos estdo diretamente relacionadas ao
desenvolvimento da hipertensdo arterial sistémica (HAS) [2-4].

A hiperatividade do sistema nervoso simpdético (SNS) estd criticamente envolvida
na patogénese da HAS, correlacionando-se positivamente com a gravidade da mesma [5-6].
Além disso, estudos recentes demonstraram reduc¢ao da PA, a curto prazo, em hipertensos
resistentes através do procedimento de denervagdo renal e estimulacdo dos barorreceptores
carotideos, sugerindo a importancia do SNS na fisiopatologia da HAR [7-10].

Adicionalmente, foram descobertas fortes associagdes entre o SNS, as alteragcdes
hemodinamicas (aumento da resisténcia vascular periférica, diminui¢do da distensibilidade
arterial e reducdo da perfusdo tecidual) e metabdlicas (resisténcia insulinica, obesidade e
dislipidemia), frequentemente encontradas no paciente hipertenso [11-16].

Embora existam vdrias evidéncias da associagdo entre fungao autondmica e funcao
vascular em individuos saudaveis e hipertensos, os mecanismos fisiopatologicos envolvidos
nesta interacdo foram pouco explorados até hoje. Considerando a importante associacao
entre o sistema nervoso autbnomo e a fung@o vascular na HAS, o estudo que se segue como
capitulo desta tese de doutorado (modelo alternativo) visa avaliar a interacdo entre a
atividade do sistema nervoso autdbnomo e funcdo vascular em pacientes hipertensos

resistentes.



1.2 Hipertensao Arterial Resistente

Mesmo com a disponibilidade de farmacos efetivos atualmente para o tratamento da
hipertensao arterial, estudos como o National Health Nutrition Education Survey revelaram
que somente 34% da populacdo americana de adultos hipertensos tém a PA controlada
(<140/90 mmHg), o restante ndo atinge as metas recomendadas pelo consenso [17-18].

No Brasil, a HAS apresenta prevaléncia varidvel entre 22,3% e 43,9% [19-20],
apresentando apenas 19,6% de controle adequado da PA [20-21]. A baixa adesdo [22],
regimes de tratamento inadequados, medidas incorretas da PA e outras causas de pseudo-
hipertensdo explicam em parte esse insucesso no controle da PA. Entretanto, hd um
percentual ainda significativo de pacientes que, mesmo excluidos esses fatores, apresentam
real resisténcia ao tratamento anti-hipertensivo, sendo classificados como hipertensos
resistentes.

Por determinacdo da American Heart Association (AHA) e European Society of
Hypertension (ESH), HAR € definida pela PA que se mantém em niveis acima das metas
recomendadas, sendo maior que 140/90 mmHg ou 130/80 mmHg em pacientes com
diabetes ou com doenca renal cronica (DRC), com o uso de, no minimo, trés firmacos anti-
hipertensivos com acdes sinérgicas em doses maximas ou toleradas, sendo um deles
idealmente um diurético. Além disso, pacientes que estdo com a PA controlada, mas que
necessitam de quatro ou mais anti-hipertensivos também foram incluidos como resistentes
ao tratamento nessas diretrizes [23].

A prevaléncia exata da HAR ndo estd bem estabelecida, porém evidéncias indiretas
de estudos populacionais sugerem que este ¢ um problema clinico relativamente comum.
Por exemplo, na populagdo que participou do Framingham Heart Study, somente 48% do

total de pacientes tratados e menos de 40% dos pacientes idosos estavam com a PA
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controlada [24]. No estudo Antihypertensive and Lipid-Lowering Treatment to Prevent
Heart Attack Trial (ALLHAT) somente 66% dos pacientes de alto risco atingiram as metas
pressoricas (<140/90 mmHg) [25]. No Brasil, um estudo clinico recente realizado em 2012
com 606 pacientes hipertensos encontrou a prevaléncia de 3% de hipertensos resistentes.

De acordo com as diretrizes da American Heart Association para HAR [26],
baseando-se em dados demograficos e resultados dos estudos de Framingham e ALLHAT,
os maiores preditores da auséncia de controle pressorico sdo a idade avancada, PA
demasiadamente elevada na avaliacdo inicial, obesidade, excesso de ingestdo de sddio,
diabetes mellitus (DM) e doenca renal cronica (DRC).

O envelhecimento e sua interface com a ativacdo do SNS estdo bem documentados
[27-31]. Varios estudos demonstraram que a atividade nervosa simpdtica estd aumentada
com o envelhecimento e alguns indices de atividade simpatica, especialmente a atividade
simpdtica muscular, estdo mais relacionadas a PA nas idades avancadas [27-32].

Além do envelhecimento, a obesidade, o excesso de aldosterona, o DM e a apneia
obstrutiva do sono (AOS) cobrem uma grande drea do mosaico de caracteristicas dos
pacientes hipertensos resistentes [33-40]. Em estudos do tipo coorte com pacientes
hipertensos resistentes, a média do indice de massa corporal (IMC) foi maior que 32 kg/m?,
a prevaléncia de hiperaldosteronismo foi de aproximadamente 20% e os casos de AOS
diagnosticados ou suspeitos foi de 83% [41-42]. Ademais, entre os pacientes com HAR, o
hiperaldosteronismo foi mais prevalente nos pacientes com diagndstico de AOS confirmado
do que nos pacientes com baixo risco desta comorbidade. Isso refor¢ca que a AOS, o
excesso de aldosterona e a obesidade sdo comorbidades frequentemente relacionadas aos

pacientes hipertensos resistentes e podem influenciar a atividade simpatica (Figura 1).



Figura 1. Fisiopatologia da HAR relacionada a hiperatividade simpética (Modificado de T'sioufis,

Kordalis et al.) [40]. Condigdes como AOS, obesidade e excesso de aldosterona sdao fatores
desencadeantes de inflamacdo, resisténcia insulinica e disfuncio endotelial. Como consequéncia, ha
hiperativacdo do SNS e sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) que possuem, por suas

vezes, a propriedade de hiperativacédo reciproca podendo incorrer em HAR.

O prognostico dos pacientes com HAR comparado ao de pacientes com HAS ndo
foi completamente avaliado at¢é o momento. Presumivelmente, o progndstico é menos
favordavel, visto que estes pacientes possuem um histérico prolongado de HA ndo

controlada somada a outros fatores de risco cardiovascular como diabetes, AOS, hipertrofia
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do ventriculo esquerdo e doengca renal cronica. O grau de redugdo dos riscos

cardiovasculares ao tratamento da HAR também € desconhecido [33].

1.3 Hipertensao arterial resistente e sistema nervoso autonomo

O SNA, através das divisdes em simpdtico e parassimpdtico, modula diversas
funcdes do sistema cardiovascular [43]. Tanto o SNS quanto o sistema nervoso
parassimpético (SNP) estdo continuamente ativos. A intensidade de ativagdo destes
sistemas pode aumentar ou diminuir por acdo do sistema nervoso central, de acordo com as

necessidades momentaneas do organismo [44].

Nos tltimos anos, novas descobertas em relagdo ao papel do SNS na fisiopatologia
da HAS foram feitas. Entre elas, incluem-se a hiperativacao simpatica no desenvolvimento
da HAS nao apenas nos estdgios iniciais da doenca, mas na sua manutencdo e agravamento
com o surgimento de lesdes de 6rgdos-alvo tais como hipertrofia ventricular esquerda,
disfuncdo diastdlica do ventriculo esquerdo e enrijecimento e remodelamento arteriais [45-
49].

Com relacdo as opgdes terapéuticas para a hiperatividade do SNS, além do bloqueio
periférico dos receptores adrenérgicos com o uso de alfa e betabloqueadores, faz-se
necessario mencionar as emergentes evidéncias da atividade simpatoinibitoria dos
antagonistas dos receptores de angiotensina II (ARAII) e mineralocorticoide [50-52].
Agentes de acdo central sdo efetivos como anti-hipertensivos na HAR, mas possuem alta
incidéncia de eventos adversos e falta de evidéncias de desfecho cardiovascular primério
[53]. Entretanto, alguns resultados t€m sido alcancados com recentes estudos
intervencionistas de inibicdo simpdtica através da ativagdo de barorreceptores carotideos

com estimulos elétricos [54] e denervacdo simpatica renal seletiva [55].
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1.4 Avaliacao do sistema nervoso autonomo

Os métodos clinicos para avaliacdo regional da fun¢do do SNS em pacientes
hipertensos sdo trés: a eletrofisiologia (utilizando-se a microneurografia), a neuroquimica
(utilizando-se a dosagem da dilui¢do plasmadtica de is6topos de noradrenalina em veias de
orgaos especificos como o coragdo e o rim) e a utilizacdo da eletrocardiografia
ambulatorial, para andlise da variabilidade do sinal elétrico, batimento a batimento, para
avaliacdo da VFC (Figura 2).

A microneurografia é uma técnica que permite o estudo dos disparos nervosos em
fibras simpdticas subcutineas distribuidas na pele e no muisculo esquelético. A técnica
envolve a insercdo de eletrodos de tungsténio posicionando-os sobre as fibras simpdticas,
mais comumente, os nervos fibular ou mediano. Registros na forma de bursts da atividade

nervosa autondmica, sincronizados com os batimentos cardiacos, sao gerados [56].
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Figura 2. Métodos para avaliacdo da atividade simpdtica em pacientes hipertensos (modificado de
Esler) [3]. Dosagem plasmédtica de noradrenalina no coragdo e rim, microneurografia do nervo

fibular e andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca.

A dosagem das taxas de NA liberada pode ser avaliada clinicamente utilizando-se
medidas radioisotopicas de noradrenalina plasmédtica nos 6rgdos dos individuos. Como os
métodos microneurograficos sdo incapazes de avaliarem a atividade dos nervos simpéticos
dos 6rgdos internos, a dosagem de NA organica regional pode ser utilizada. Através da
infusdo de NA tritiada e as dosagens locais do plasma do seio corondrio e das veias renais,
€ possivel estimar o grau de liberacdo do neurotransmissor no coracao e nos rins [57-59].

Embora a investigacdo clinica tenha aumentado o nosso conhecimento sobre a

funcdo do SNS e seu envolvimento na fisiopatologia de varias doengas cardiovasculares,
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incluindo a HA, ndo hd nenhuma recomendac¢do para a estimativa da atividade adrenérgica
na HAR. Apesar das avaliacdes da funcdo adrenérgica terem sido determinadas com a
microneurografia e as medidas de NA plasmética em 6rgdos especificos realizadas em
estudos clinicos, nenhuma técnica pode ser classificada como “padrdo ouro” e as
metodologias descritas acima sdo basicamente utilizadas como ferramentas de investigacao
clinica para estudos cientificos [60]. A frequéncia cardiaca em repouso e ao estimulo sdo
reguladas ndo apenas pelo SNS, mas pelo SNP, que é também dependente dos receptores
cardfacos adrenérgicos. Ademais, a modulacdo autondmica em repouso na posi¢ao supina
denota limitada correlacdo com outros indices da atividade simpédtica como a NA
plasmdtica e atividade simpdtica muscular [61]. Com relacio a excre¢do urindria de
catecolaminas em 24 horas, a inabilidade de avaliagao dinamica da atividade do SNS e a
dificuldade de se determinar se a origem das catecolaminas € sist€mica ou renal sdo dignas
de nota [62]. Especificamente com relacdo aos niveis de NA plasmatica, constituem-se
limitagdes substanciais a andlise e interpretacdo dos dados a sua baixa reprodutibilidade,
baixa sensibilidade e a incapacidade de discriminacdo se os niveis de NA sdo decorrentes
do aumento da secre¢cdo ou diminuicdo do clearance dos niveis elevados de
neurotransmissores circulantes [63-66].

A anélise do poder espectral da frequéncia cardiaca é comumente aplicada como
alternativa ndo invasiva do estudo da atividade simpética do coracdo [67-68]. O ramo
simpético do sistema nervoso aumenta a frequéncia cardiaca, implicando em intervalos
mais curtos entre batimentos. Por sua vez, o ramo parassimpatico desacelera o ritmo
cardiaco, resultando em intervalos maiores entre os batimentos. Assim, a VFC pode ser

medida com base nos intervalos entre batimentos, os quais sdo mais facilmente calculados

como sendo os periodos entre ondas R consecutivas, ou intervalos RR [69]. A VFC pode

-8-



ser usada para avaliagdo dos distirbios autonomos, doengas e mortalidade geral [70]. As
medidas da VFC nos dominios do tempo e da frequéncia t€m sido utilizadas com sucesso
para avaliacdo do tdnus simpético e parassimpdtico [71]. Embora haja ainda diferencas nos
valores de referéncia da VFC em diversos estudos, hd consenso de que menores valores
destes indices referentes a funcdo vagal estdo associados, prospectivamente, a morte e
incapacidade [72]. A atividade parassimpdtica e a VFC estdo associadas a disfuncio
imunolégica e inflamacdo que estdo, direta ou indiretamente, relacionadas a grande gama

de doencas cardiovasculares e ao diabetes [73-74].

1.5 Hipertensao arterial e rigidez arterial

A rigidez arterial é caracterizada por alteracdes na estrutura da parede arterial, em
especial da camada média, principalmente por proliferacdo de coldgeno e quantidades
diminuidas de elastina ou quebra delas [75]. A complacéncia da parede vascular depende da
contribuicdo do coldgeno e elastina, que conferem integridade estrutural e elasticidade ao
vaso. Além de mudancas estruturais, alteragdes em células musculares lisas contribuem
para o desenvolvimento da rigidez arterial. O tonus vascular pode ser modificado por
deposicdo de calcio e pela acdo de mediadores pardcrinos como angiotensina II, endotelina,
estresse oxidativo e 6xido nitrico [76-77]. Além do préprio processo de envelhecimento das
grandes artérias que resulta em menor complacéncia [78], patologias como o diabetes [79],
HAS [80], DRC e o tabagismo [81] participam como aceleradores desse processo.

A rigidez arterial pode ser avaliada de maneira ndo invasiva pela estimativa da
VOP, um método simples e reprodutivel [82-83]. Estudos epidemiolégicos demonstraram
que o aumento da VOP, marcador de rigidez arterial, esta associado com aumento de risco

da morbidade e mortalidade por doenca cardiovascular [84-85]. Estudo recente que avaliou



a rigidez arterial nos subgrupos da HAR, demonstrou maior VOP nos pacientes com PA
ndo controlada em relagdo aos que conseguem o controle da PA [86]. A fisiopatologia da
rigidez arterial tem como base um processo conhecido como remodelamento
cardiovascular. O remodelamento cardiovascular se caracteriza por alteragdes estruturais e
funcionais nos tecidos vasculares em resposta as alteracdes mecanicas, hemodindmicas e

neurohumorais que acompanham a hipertensao [87].

1.6 Hipertensao arterial e funcdo endotelial

O endotélio exerce fungdes vasodilatadora, anticoagulante e anti-inflamatéria
fundamentais para a manutencdo da homeostasia. Em diversas doencas cardiovasculares,
como a hipertensdo arterial, ocorre disfun¢do endotelial. O endotélio sadio tem fungao
protetora contra o desenvolvimento de lesdes vasculares mantendo a vasodilatagdo,
inibindo a agregacdo plaquetdria, a proliferacdo das células musculares lisas e a adesdo
leucocitdria. O 6xido nitrico € o principal responsdvel por essas agdes [88-91], sendo
considerado o mais importante fator endotelial, ou fator relaxante derivado do endotélio
(EDREF, do inglés Endothelial-Derived Relaxing Factor), ao lado da prostaciclina e do fator
hiperpolarizante derivado do endotélio [92-95]. Além disso, o endotélio pode também gerar
fatores contrateis conhecidos por EDCFs, como as endotelinas [96], a angiotensina II [97-
98], as prostaglandinas vasoconstritoras € espécies reativas de oxigénio [99]. A disfuncdo
endotelial na hipertensdo arterial leva a desequilibrio da producgdo/liberacdo dos fatores
contrateis e relaxantes podendo causar: diminuicdo da geragdo de 6xido nitrico/aumento
das espécies reativas de oxigénio [100-104], aumentando dessa forma o tdonus vascular,
aumento da permeabilidade vascular levando a formacdo de edema subendotelial [105-
108], aumento da expressdo de moléculas de adesdo com consequente aumento da
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aderéncia leucocitdria a parede vascular [109-110] e aceleracdo da coagulagdo intravascular
e aumento da proliferacdo de células musculares lisas levando a hipertrofia/hiperplasia da
parede vascular [111-112]. Portanto, fica claro que o endotélio tem papel central na
hipertensdo, controlando a permeabilidade vascular, a proliferacdo de células musculares
lisas, a adesdo leucocitéria, a coagulacdo e o equilibrio entre os fatores endoteliais (EDRFs

e EDCFs).

Entre os métodos mais utilizados atualmente para avaliacdo da fun¢do endotelial,
podemos citar o método da vasodilatacio mediada pelo fluxo (VMF). Descrito pela
primeira vez por Anderson e Mark, em 1989, o método VMF ndo € invasivo e permite
medi¢des repetidas. O exame baseia-se na promog¢ao de isquemia transitoria causada pelo
garroteamento aplicado no membro superior, desencadeando a liberacdo de NO pelo
endotélio vascular que, quando integro, promove vasodilatacdo compensatéria. Portanto, o
método é capaz de avaliar a integridade da fung@o endotelial a partir da dilatacdo arterial

endotélio-dependente.

1.7 Associac¢io entre o sistema nervoso autonomo e a funcio vascular

A disfun¢@o autondmica e vascular frequentemente estdo presentes no processo de
desenvolvimento de varias doengas cardiovasculares, sugerindo a existéncia de complexa
interacdo entre os dois sistemas [113-116]. Recentemente, varios estudos apontaram para a
potencial associagdo entre a VFC e funcdo endotelial. Watanabe et al 2013, relataram a

associacdo entre VFC e VMF em pacientes com doenga isquémica do coragdo [117].
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Curiosamente, esta correlacdo nio foi encontrada em individuos com diabetes e utilizando
agentes betabloqueadores. A auséncia de associacdo entre funcido endotelial e SNA nos
individuos tratados com betabloqueadores ou nos diabéticos reforca a hipdtese de que o
SNA afeta a funcdo endotelial. Outro grupo também sugeriu a correlacdo entre alguns
marcadores da funcdo endotelial e atividade simpdtica em individuos sauddveis. Num
estudo com 314 individuos sauddveis, a funcdo endotelial na artéria braquial se
correlacionou inversamente com os niveis de norepinefrina plasmatica [118].
Swierblewska, et al. realizaram medidas simultaneas da funcdo vascular e da atividade
simpdtica través dos métodos da tonometria arterial periférica (TAP) e da atividade
simpética nervosa muscular (ASNM) e encontraram correlacdo negativa entre estes

parametros (r = -0,8, p = 0,005) [119].

Em certas condi¢des, como na HAS, a associagcdo entre o SNA e fun¢do vascular
pode contribuir para processos patoldgicos. Gamboa, et al. investigou a interacdo entre
6xido nitrico e SNA na hipertensdo arterial [120]. O 6xido nitrico endotelial atua no
relaxamento do musculo liso da parede vascular causando sua dilatacdo, aumento do fluxo
sanguineo e reducdo da pressdo arterial. Alteracdes neste processo demonstram ser um
componente importante da disfuncdo endotelial descrito na hipertensdo. Porém, o
comprometimento da disponibilidade de 6xido nitrico neste estudo nio foi suficiente para
causar disfuncdo endotelial e a participacdo do SNA foi considerada critica para o
desenvolvimento do processo fisiopatologico da hipertensdo [121]. Além da disfungdo
endotelial, existem outros relatos de correlacdo entre alteracdes vasculares e o
funcionamento do SNA. Yeragani, et al. compararam parametros da funcio vascular com

medidas da VFC, em pacientes com transtornos de ansiedade, e encontraram significativa
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correlacdo negativa entre alteracdes do intervalo R-R e a VOP braquial (r = 0,4-0,65; p
=,05-0,007) [122]. A simples medida do didmetro da artéria braquial pode ser também um
indicador para risco cardiovascular e foi recentemente considerada um marcador da funcio
vascular [123]. Recentemente, um estudo utilizando velocimetro Doppler observou
dilatac@o da artéria braquial ao levantar as pernas a partir da posi¢ao supina, na auséncia de
mudancas da PA e FC. Esta dilatacdo pode ser explicada pelo reflexo resultante da
estimulagcdo dos receptores cardiopulmonares e nos leva a pensar que o didmetro da artéria
braquial é controlado principalmente pelo SNA [124]. Mesmo com as evidéncias
relacionando SNA com fung¢do vascular em individuos sadios e em vérias patologias, esta
area permanece ainda pouco explorada. A investigacdo e compreensdo desta interagdo na
hipertensao arterial resistente pode fornecer uma estratificacdo de risco mais abrangente e

uma estratégia terapéutica mais eficaz para esta condicao.
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2. OBJETIVOS

1- Verificar os padrées da VFC durante o periodo de 24 horas em pacientes hipertensos
resistentes;

2- Investigar a associacdo entre os parametros da VFC e a fun¢do vascular em pacientes
hipertensos resistentes;

3- Avaliar a associagdo entre os parametros da VFC e a obesidade na HAR.
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Introduction

Resistant hypertensive patients (RHTN) have elevated cardiovascular risk due to
poor blood pressure control and high prevalence of target organ damage (TOD) [1-3].
Moreover, these patients are generally overweight or obese [4]. Further evidences indicate
that either high blood pressure as obesity contribute to vascular damage [5-6]. In fact,
RHTN individuals present decrease in brachial artery flow-mediated flow (FMD) and higher
arterial stiffness [5], the latter is a strong and independent predictor of all-cause and
cardiovascular mortality in hypertensive patients [7].

Previous data showed that sympathetic nervous system plays an important role in
the blood pressure control, demonstrated by reduction on BP after renal denervation in
RHTN individuals [8]. In addition, sympathetic overactivity is associated with nondipping
pattern in resistant hypertension [9] and diabetic RHTN presents circadian disruption [10].
Despite the commonly held concept that cardiac autonomic dysfunction is related to the
development of hypertension [11-12], how autonomic imbalance contributes its
pathophysiology remains unclear. The measurement of heart rate variability (HRV) is a
non- invasive method to assess autonomic nervous system, which it is evaluated by time
and frequency domains [13]. Reduced HRV may indicate hyperactive sympathetic system
or hypoactive parasympathetic system [9]. In addition, lower HRV was associated with
increased mortality in cardiovascular diseases [14], but some studies could not find any
association between risk factors and HRV [15-16].

In order to better understand the pathophysiological mechanisms among
autonomic imbalance and resistant hypertension, this study aims to evaluate the

association between HRV and vascular function in RHTN.
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METHODS

Patient population

A cross-sectional study was performed in the Outpatient Resistant Hypertension
Clinic at the Hospital of University of Campinas. Thirty-seven resistant hypertensive
patients were recruited. The diagnosis of RHTN required a proper office BP measurement
technique and ambulatory BP monitoring (ABPM) to confirm persistently elevated BP
levels. All patients were followed and treated for a period of at least 6 months with regular
scheduled appointments before characterized as resistant to treatment. We performed
physical examination, complete medical history inquiry, electrocardiogram and laboratory
testing in all individuals. Exclusion criteria included secondary hypertension including
Conn’s or Cushing’s syndrome, renal artery stenosis, pheochromocytoma, coarctation of
the aorta), liver and renal disease, heart failure (ejection fraction < 50%), stroke, peripheral
vascular disease, smokers and in use of beta-blockers within one year.

The patients signed a written informed consent form before being enrolling in the
study, which was approved by the Research Ethics Committee at the Faculty of Medical
Sciences, University of Campinas, Sao Paulo, Brazil (approval n. 400/2011) and the

procedures were performed in accordance with the Declaration of Helsinki.

Blood pressure measurements

Brachial BP from each patient (SBP and DBP) was measured twice in the right arm
by a trained healthcare professional, with the patient in the seated position and using a
validated digital sphygmomanometer (HEM-907XL, OMRON Healthcare Inc.,
Bannockburn, IL, USA.). These measurements were assessed according to the AHA

Scientific Statement [17].
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The 24-hour ABPM was evaluated using a Spacelabs 90217 ambulatory blood
pressure monitor (Spacelabs Inc, Redmon, WA, USA) [18]. Patients were instructed to

keep normal daily activities and to note their sleep period in a personal diary.

Heart rate variability

Heart rate variability (HRV) parameters were derived from the simultaneous
recording of 24-hour Holter ambulatory electrocardiographic /ABPM and analyzed in time
and frequency domains. A three-channel, 24-hour Holter recording was obtained using the
CardioMapa digital 24-hour recorder device and the CardioSmart Institutional CS 550
software (Cardio Sistemas Comércio e Industria Ltda, Sao Paulo, SP, Brazil).

Time domain HRV parameters included the following measures: standard deviation
of all normal RR intervals in a 24-hour Holter recording (SDNN (ms)); standard deviation of
mean RR interval in all 5-minute segments of a 24-hour recording (SDANN (ms)); square
root of the mean squared differences between successive RR intervals (rMSSD (ms));

percentage of differences between successive RR intervals greater than 50 ms (pNN50

(%))

FMD technique

Endothelial function was assessed by flow mediated dilation (FMD) technique [19].
It was used a ACUSON CV 70 ultrasound equipment with a high resolution linear vascular
transducer (5-13MHz, Siemens Medical, Erlangen, Germany). The procedure followed the

International Brachial Artery Reactivity Task Force guidelines [20].
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PWV measurement

Pulse wave velocity was measured using the SphygmoCor System (Atcor Medical,
Sydney, Australia) with the patient in the supine position. Pulse wave of the carotid and
femoral arteries were analyzed estimating the delay with respect to the ECG wave.
Distance measurements were taken with a measuring tape from the sternal notch to the
carotid femoral recording site. Carotid-femoral PWV was calculated by dividing traveled
distance by transit time (PWV = distance/time). We performed at least two measurements.
In the case of differences higher than 0.5 m/s, a third measurement was performed. The
PWV value was reported as the mean, whose values were corrected for mean arterial

pressure.

Laboratory assessments
Blood samples were collected at 8:00 hour after overnight fasting. Serum

cholesterol, LDL, HDL, triglycerides, glucose, aldosterone, creatinine were measured.

Statistical analysis

For database management and statistical analysis, we used GraphPad Prism 5.0.
The results were expressed as the mean * standard deviation (SD). Normality of
distribution was assessed by the Kolmogorov-Smirnov test. Correlation analysis was
performed using Spearman’s rank test. The level of significance (a) accepted was less

than 0.05.
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RESULTS

General patient characteristics are shown in table 1 and biochemical parameters in
table 2. Among the 37 patients, 21 were female (57%) and 16 male (43%). The average
age was 57 * 11 years, body mass index (BMI) was 30.8 + 5.1 kg/m? and waist
circumference (WC) was 100 £ 6 cm. The mean of office BP levels were SBP: 147 + 22
and DBP: 88 £ 15 mmHg. FMD and PWYV values were 7.1 + 1.6% and 9.4 £ 1.2 m/s,
respectively.

HRV parameters observed were: 24-hour-SDNN (104.6 + 37.4 ms), 24-hour-
SDANN (97.6 £ 34.4 ms), 24hour-rMSSD (26.7 £ 14.2 ms) and 24-hour-pNN50 (4.7 + 6.2
ms). We found positive correlation between both HRV parameters - SDNN and SDANN-
with FMD (figure 1), but not with PWV. In addition, only SDNN was negatively correlated
with BMI and waist circunference (figure 4).

RHTN subjects were taking a mean of 4.7 antihypertensive drugs. The distribution
in percentage was diuretics (100%), angiotensin receptor blocker (75.2%), calcium
channel blocker (60.7%), angiotensin-converting enzyme inhibitors (30.1%),

spironolactone (27.8%), and centrally acting antihypertensive drugs (6.2%).

DISCUSSION

We demonstrated that HRV parameters (SDNN and SDANN), which mainly reflect
sympathetic overactivity, were associated to endothelial function in RHTN patients. Also,
lower SDNN values correlated with BMI and waist circumference. These findings
contribute to novel insights into the pathophysiological link between abnormal variability
patterns and vascular damage in resistant hypertension. The vast majority of studies have
implicated that lower values of HRV parameters are related with disability and mortality in
cardiovascular diseases [14, 21]. However, whether autonomic imbalance is cause or
consequence of hypertension remains unclear.
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Recent trials had demonstrated that catheter-based renal sympathetic denervation
can be used to reduce blood pressure in resistant hypertensive patients, which have
sympathetic overactivity [8]. Although recent trial have failed to demonstrate blood
pressure reduction after renal denervation, it is not discarded the technique for treatment
of severe hypertension. In addition, sympathetic overactivity may interfere in several
systems leading to hypertension, highlighting the importance to explore its mechanisms.

Prior study showed that reduced HRV parameters are associated with blunted
nocturnal BP fall in RHTN patients [9]. In addition, we recently found that type 2 diabetic
RHTN individuals (T2D RHTN) have greater autonomic imbalance evaluated by HRV
parameters in time domain compared to non-diabetic patients. As expected, T2D RHTN
had higher BMI in this previous work [10]. However, the involvement of autonomic
imbalance with former conditions is intriguing. Indeed, a common characteristic among
diabetes, hypertension and obesity is vascular injury [22]. Obese animal model developed
arterial stiffness and increased blood pressure, these changes are reversed after weight
loss [23].

Moreover, RHTN individuals present reduced brachial artery flow-mediated dilation
(FMD) and higher arterial stiffness [5]. One mechanism that might explain the involvement
between sympathetic overactivity in the pathophysiology of resistant hypertension is
through vascular function. We found that HRV parameters correlate with endothelial
dysfunction and BMI strengthening this relationship. In agreement with our findinds,
sympathetic stimulation reduced endothelial function in health volunteers, and this is
reversed by a-receptor blockade [24], suggesting that abnormal variability patterns may
have a causative role in vascular dysfunction.

Our findings suggest that autonomic imbalance plays a key role in RHTN condition
through obesity and vascular dysfunction. In conclusion, this study provides evidence that

reduced HRV parameters (SDNN and SDANN) are involved with impaired endothelial
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function in resistant hypertension. Furthermore, the relationship between SNS overactivity
and BMI offer an important link between obesity and vascular injury in RHTN. In this
context, clinical trials are necessary to elucidate whether targeting autonomic nervous
system in RHTN would improve cardiovascular outcome in above condition.

Our study had relatively small sample size due to rigorous exclusion criteria and no

causation relationship can be done.
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Table 1: General characteristics of resistant hypertensive subjects

RHTN

(n=37)
Age (years) 57 £ 11
Gender (F/M) 21/16
BMI (kg/m2) 30.8 +5.1
WC (cm) 100 + 16
Office SBP (mmHg) 147 + 22
Office DBP (mmHg) 88 15
ABPM SBP (mmHg) 128 £ 27
ABPM DBP mmHg) 75116
FMD (%) 71+16
PWV (m/s) 94+12

Values are expressed as mean = standard deviation. RHTN: resistant hypertension; F:
female; M: male; BMI: body mass index; WC: Waist circumference; SBP: systolic blood
pressure; DBP: diastolic blood pressure; ABPM: ambulatory BP measurement; FMD: flow

mediated dilation; PWV: pulse wave velocity
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Table 2: Biochemical parameters of resistant hypertensive subjects

RHTN

(n=37)
Glucose (mg.dL-1) 119.3 £63.8
HbA1c (%) 71+£20
Cholesterol (mg.dL-1) 1975+ 345
LDL-c (mg.dL-1) 119.1 £29.8
HDL-c (mg.dL-1) 50.3£10.3
Triglycerides (mg.dL-1) 139.8+74.5
Creatinine (mg.dL-1) 09+0.2
Creatinine Clearence (ml per min per 1.73m2) 945+16.5
Microalbuminuria, mg/24 h 18.0 £20.3
Na (mEq.L-1) 140.6 + 2.1
K (mEq.L-1) 42+04
Aldosterone (ng/dL) 74+18

Values are expressed as mean +* standard deviation. RHTN:
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Table 3: Parameters of heart rate variability in resistant hypertensive subjects

RHTN (n=37)
SDNN (ms) 104.6 +37.4
SDANN (ms) 97.6 +34.4
rMSSD (ms) 26.7 +14.2
pNN50 (ms) 4.7 +6.2

Values are expressed as mean + standard deviation. RHTN: resistant
hypertension; SDNN: Standard deviation of all normal RR intervals in 24-hour Holter
recording; SDANN: Standard deviation of means of RR intervals in all 5-minute segments
of 24-hour recording; rMSSD: Square root of the mean squared differences between
successive RR intervals; pNN50: Percentage of differences between successive RR

intervals that are greater than 50 ms;
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Figure 1: A- Correlation between standard deviation of normal R-R intervals (SDNN) and
flow mediated dilatation (FMD) in resistant hypertensive subjects (r = 0.56, p = 0.001; B-
Correlation between standard deviation of means of R-R intervals in all 5-minute segments

of 24-hour recording (SDANN) and flow mediated dilatation (FMD) in resistant

hypertensive subjects (r = 0.48, p = 0.006)

-29.-



250- 250
° [ )
200- 200
m ° ° m ®
E 150 ° £ 150- °°
zZ zZ * e %
Z [ ]
& 1001 g 10{ e J
7 %) e S
50- °t .
° 50 °
0 T T T T 1 0 T T T T T
20 25 30 35 40 45 60 80 100 120 140
BMI (kg/m?) WC (cm)

Figure 3: A) Correlation between standard deviation of normal R-R intervals
(SDNN) and body mass index (BMI) in resistant hypertension subjects (r = -0.44, p = 0.01;
B) Correlation between SDNN and waist circumference (WC) in resistant hypertensive

subjects (r = -0.34, p = 0.039).
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4. CONCLUSOES

Os achados do presente estudo reforcam a importancia da hiperatividade simpatica
na HAR. Além disso, a relacdo entre os parametros da VFC (SDNN e SDANN) e disfun¢ao
endotelial, IMC e cincunferéncia abdominal sugerem potenciais mecanismos

fisiopatoldgicos na resisténcia a terapia anti-hipertensiva.
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