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RESUMO

Pacientes hipertensos exibem aumento do risco para desenvolvimento de eventos
cardiovasculares e reduc¢ao da fungdo pulmonar quando comparados com a populagao
geral. Contudo, ainda ndo esta claro se esta associacdo se origina da coexisténcia de
doencas altamente prevalentes ou de agbes diretas ou indiretas de mecanismos
fisiopatolégicos em comum. Este estudo investigou a associag@o entre caracteristicas das
artérias carétidas e funcéo pulmonar em hipertensos nao fumantes com funcao pulmonar
supostamente normal. Pacientes hipertensos (n=67) foram avaliados transversalmente
por andlises clinicas, hemodindmicas, laboratoriais e ultrassom de car6tidas. A
capacidade vital forgcada (CVF), o volume expiratorio forcado no primeiro segundo (VEF1)
e no sexto segundo (VEF6) e a idade pulmonar foram medidos por espirometria. Os
individuos com anormalidades ventilatérias de acordo com o consenso da American
Thoracic Society/ European Respiratory Society foram excluidos. Analises bivariadas
mostraram que a idade pulmonar e o percentual do previsto para parametros
espirométricos correlacionaram-se com espessura intima-média, didmetro e rigidez da
artéria carétida comum. Niveis séricos de Proteina C-reativa e metaloproteinases 2 e 9
nao influenciaram esta relacao. Na analise de regressao tipo stepwise, a idade pulmonar
foi 0 par@metro espirométrico que exibiu os coeficientes de regressdo mais significativos
com as caracteristicas carotideas. Em conclusdo, o declinio da fungdo pulmonar,
particularmente quando avaliado pela idade pulmonar, esta independentemente associado
com alteragbes estruturais carotideas em individuos hipertensos nédo fumantes com

funcdo pulmonar supostamente normal.
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ABSTRACT

Hypertensive patients exhibit higher cardiovascular risk and reduced lung function
compared to the general population. Whether this association stems from the coexistence
of two highly prevalent diseases or from direct or indirect links of pathophysiological
mechanisms is presently unclear. This study investigated the association between lung
function and carotid features in non-smoking hypertensive subjects with supposed normal
lung function. Hypertensive patients (n=67) were cross-sectionally evaluated by clinical,
hemodynamic, laboratory and carotid ultrasound analysis. Forced vital capacity, forced
expired volume in 1s and in 6s and lung age were estimated by spirometry. Subjects with
ventilatory abnormalities according to current guidelines were excluded. Bivariate analysis
showed that lung age and the percentage of predicted spirometric parameters correlated
with common carotid intima-media thickness, diameter and stiffness. C-reactive protein
and matrix-metalloproteinases-2/9 levels did not influence this relationship. At stepwise
regression analyses, lung age was the spirometric parameter exhibiting the most
significant regression coefficients with carotid features. In conclusion, decline in lung
function, particularly when assessed by lung age, is independently associated with carotid
structural alterations in non-smoking hypertensive subjects with supposed normal lung

function.
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I. INTRODUGCAO

A doenca cardiovascular é causa de aproximadamente 17 milhdes de mortes por
ano, cerca de um tergo da mortalidade total (1). Deste percentual, 9,4 milhdes morrem por
ano por complicagdes da hipertensao arterial sistémica (HAS) no mundo todo (2). A HAS é
responsavel por cerca de 45% das mortes por doencga cardiaca e 51% das mortes por
acidente vascular cerebral (1).

A correlacao entre a pressao arterial e o risco de eventos cardiovasculares é
continua a partir de niveis pressoricos acima de 115/75 mmHg (3). Em individuos entre 40
e 70 anos, cada aumento de 20 mmHg na pressao sistoélica ou de 10 mmHg na pressao
diastélica dobra o risco de doenca cardiovascular (3). A HAS constitui um importante
problema de saude publica, afetando aproximadamente 30 milhdes de individuos no
Brasil e cerca de um bilhdo de individuos em todo o mundo (4,5).

Os fatores de risco mais importantes para HAS séo idade, raga negra, ingesta
elevada de sal, uso de élcool, sedentarismo, baixa escolaridade e histérico familiar. Os
fatores de risco cardiovasculares frequentemente se apresentam de forma agregada,
devido a predisposicdo genética e a fatores ambientais, contribuindo assim para um
aumento no numero de eventos cardiovasculares nesses individuos (6).

A despeito das estratégias atualmente utilizadas na reducdo da doenca
cardiovascular, a doenga coronariana continua sendo uma importante causa de
mortalidade no mundo. Estratégias preventivas utilizam avaliagdes de risco com o intuito
de identificar aqueles que mais se beneficiarao de intervengdes médicas para reducao de
eventos cardiacos. Fatores de risco cardiovasculares bem estabelecidos como idade
avancada, sexo masculino, cigarro, HAS e hipercolesterolemia nao explicam
completamente a elevada incidéncia de doenga coronariana na populagdo (7). Neste
contexto, outros fatores ndo conhecidos podem também contribuir para o aumento deste

risco.
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1.1. Funcao pulmonar reduzida e doenca cardiovascular

Estudos prévios mostraram que a redugao da funcdo pulmonar pode ser um
preditor significativo de doenga cardiovascular incluindo mortalidade (8,9,10). Tais estudos
mostram também que individuos com pior funcao pulmonar, especialmente com baixa
capacidade vital forgcada (CVF), tém alto risco de desenvolver eventos coronarianos (11),
insuficiéncia cardiaca (12), acidente vascular cerebral (13) e HAS (14).

Sin e cols., apds avaliacdo de um estudo longitudinal populacional e meta analise
de literatura, observaram uma forte evidéncia epidemiolégica indicando que a reducao do
volume expiratério forcado no primeiro segundo (VEF1) € um marcador de mortalidade
cardiovascular independente de idade, sexo e histéria de tabagismo (15). Varios estudos
populacionais também demonstraram que pior funcao pulmonar medida por CVF ou VEF1
€ um poderoso preditor de doenca cardiaca isquémica nao fatal e mortalidade devido a
doenca cardiovascular (15-19). Além disso, mesmo uma discreta diminuicdo do VEF1 esta
associada a um substancial aumento nas mortes coronarianas (15). Por outro lado, sabe-
se também que o declinio anual do VEF1 independente do seu valor basal esta
relacionado a maior mortalidade cardiovascular (19).

Diversas evidéncias tém sugerido que pior funcdo pulmonar pode estar
relacionada ao desenvolvimento de maior carga aterosclerética, fornecendo um substrato
para explicar a associagdo entre doencas cardiovasculares e alteragdes pulmonares.
Zureik e cols. demonstraram associacao entre baixo peak flow e desenvolvimento de
placas aterosclerdticas em carétidas de idosos, sugerindo que avaliacdo da fungéo
pulmonar poderia ajudar na identificacdo de pacientes com alto risco de desenvolver
aterosclerose e doenca coronariana (20). Ja os dados derivados do Atherosclerosis Risk
in Communities Study permitiram concluir que individuos com maior espessura intima-
média (EIM) carotidea, uma medida de aterosclerose subclinica, tendem a ter menores

valores de VEF1 (21). Além disto, dados do Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis
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revelaram que a presenca de um padrdo obstrutivo na espirometria e de enfisema esta
independentemente associada a aterosclerose subclinica em artérias carétidas (22).
Sparrow e cols. realizaram um estudo prospectivo por 10 anos com objetivo de
avaliar se a fungcao pulmonar teria papel na avaliacao de risco futuro de desenvolvimento
de HAS (14). Este estudo envolveu 1270 individuos do sexo masculino com idades entre
23 a 80 anos no momento da inclusdo. Todos no inicio apresentavam pressao arterial
menor que 140 x 90 mm Hg e submeteram-se a espirometria assim que foram incluidos.
Num periodo de avaliacdo de 10 anos, observou-se que valores mais baixos de CVF se
associaram a um desenvolvimento subsequente de HAS. O mecanismo para tal
associagao nao foi determinado. Neste estudo, concluiu-se que a medida do CVF parece
ser util na predicao futura de HAS (14). Por outro lado, um estudo transversal mostrou
uma relagdo inversa entre fungdo pulmonar e pressdo arterial, especialmente em
mulheres (9). Estes dados podem contribuir para explicar a associagdo entre doencas
cardiovasculares e pior funcéao pulmonar e indicam que o declinio na funcéo pulmonar per

se pode ser um fator de risco para a hipertensao.

1.2. Interacao entre os sistemas respiratorio e cardiovascular

Diversas hipéteses tém sido propostas para explicar porque a fun¢ao pulmonar €
inversamente relacionada a risco de doenga cardiovascular, porém 0 mecanismo mais
adequado permanece incerto. Por exemplo, podem existir fatores em comum que afetem
tanto o sistema respiratério como o cardiovascular, sendo entdo a reducdo da fungao
pulmonar apenas um epifenémeno. Um exemplo disso seria a idade, a qual se associa
tanto com declinio da fungcdo pulmonar quanto com maior prevaléncia de doencas
cardiovasculares (15). Contudo, mesmo apés ajuste por idade, observa-se uma relacédo
significativa entre funcao pulmonar reduzida e marcadores de doencas cardiovasculares

(15, 20, 21, 22).
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Outro possivel fator em comum seria o tabagismo, o qual é um fator de risco
consagrado para doenga pulmonar obstrivutiva cronica (DPOC) e doencas
cardiovasculares. Entretanto, a relagdo entre alteragcbes pulmonares e doencgas
cardiovasculares também tem sido descrita em individuos nao fumantes. Por exemplo, Ma
et al. avaliaram a relagao entre fungao pulmonar e EIM carotidea em 6423 individuos sem
doenca pulmonar e observaram que a associacao entre CVF, VEF1 e EIM nos nao
fumantes da populagao estudada, permaneceu com significancia estatistica (23). Assim, é
possivel sugerir que o tabagismo nao € o mecanismo subjacente que explica da relacao
entre alteracdes pulmonares e cardiovasculares.

O pulméo participa da regulagdo imunolédgica e de processos inflamatérios, pois
esta exposto a uma grande variedade de agentes infecciosos, antigenos e a diversos
gases e particulas (24). A participagdo do pulmao na ativagao de inflamacgao sistémica se
deve a existéncia local de um grande nimero de macréfagos que iniciam a ativacao de
mediadores inflamatérios e citocinas (25,26). De fato, varios estudos mostraram que a
funcdo pulmonar reduzida, avaliada pela reducdo da CVF, é significativamente e
inversamente relacionada a aumento nos niveis de fibrinogénio, Proteina C-reativa (PCR)
e leucécitos (27,28,29). Por outro lado, Aronson e cols. encontraram uma relagéo linear
inversa entre PCR e medidas de fungédo pulmonar em individuos sem doencga pulmonar e
nao fumantes (24), indicando que a inflamacao sistémica pode estar associada a
alteragdes precoces na fungdo pulmonar, mesmo na auséncia de doenca pulmonar
evidente (24). Como a inflamacdo tem um papel reconhecido na fisiopatogénese da
aterosclerose (30), pode-se especular que ela possa ser o fator que causal explique a
relagcao entre declinio da funcdo pulmonar e doengas cardiovasculares.

Um estudo publicado por Weiden e cols., em 2013, avaliou a relacdo entre os
niveis de biomarcadores de risco cardiovascular e o desenvolvimento de lesdo pulmonar

em bombeiros que estiveram presentes no desastre do World Trade Center em 2001 e
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que sobreviveram (31). Foram avaliados 801 bombeiros ndo fumantes com funcao
pulmonar normal antes do desastre de 09/2011. Estes individuos tiveram sangue coletado
dentro de 6 meses apods a tragédia, sendo dosados os principais biomarcadores de risco
cardiovascular, e foram posteriormente submetidos a analise do VEF1 em 2008. Os
individuos foram agrupados em susceptiveis a lesdo pulmonar devido ao desastre (VEF1
menor igual a 77%) e resistentes a lesao pulmonar (VEF1 maior igual a 107%). Os
individuos susceptiveis apresentaram niveis mais altos de apoliproteina A Il, PCR e
proteina-4 inflamatéria de macréfagos. Os individuos resistentes tinham niveis mais
baixos de mieloperoxidases. Portanto, pode-se inferir que em individuos expostos a
particulas com potencial para causar danos pulmonares, aqueles com niveis mais
elevados de biomarcadores de lesdo cardiovascular apresentaram mais predile¢cao para
desenvolverem lesdo pulmonar (31). Estes dados indicam que a associacao entre as
alteracdes pulmonares e fatores inflamatérios € complexa, podendo ser bidirecional.

Outro mecanismo potencial que poderia contribuir para a associacdo entre
alteracbes pulmonares e remodelamento vascular envolve a ativagdo das
metaloproteinases (MMPs) (32-33). As MMPs sédo enzimas zinco-dependentes com
capacidade de degradar a matriz extracelular, pertencentes a familia das
metaloendopeptidases. Existem mais de 25 tipos de MMPs que s&o classificadas, de
acordo com o substrato que degradam, em colagenases (MMP 1, 8, 13 e 18), gelatinases
(MMP 2 e 9), estromelisinas (MMP 3, 10 e 11), matrilisinas (MMP 7, 11 e 26) e as tipo
membranas (MMP 14, 15, 16 e 17), entre outras, sendo classificadas de acordo com o
substrato que degradam (32).

Dentre os grupos das MMPs, as gelatinases (MMP2 e MMP9) tém capacidade de
degradar gelatina e desnaturar colageno presentes na membrana basal. Esse grupo de
MMPs tem grande participagcdo nos processos patolégicos que levam a doencas

cardiovasculares como aterosclerose, isquemia, infarto agudo do miocardio e hipertensao,
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mas também participam do processo de remodelamento pulmonar (34,35,36,37,38).
Neste contexto, tem-se demonstrado uma relevante correlagéo entre atividade/expressao

plasmatica de metaloproteinases e carga aterosclerética e presenca de DPOC (32,33).

1.3. Espirometria

Espirometria € o termo dado aos testes de funcao pulmonar basicos que medem o
ar que é inspirado e expirado. E um teste objetivo, ndo invasivo, sensivel e reprodutivel.
Com a disponibilidade de equipamentos portateis e acurados, pode ser realizada em
qualquer lugar, inclusive no atendimento basico de saude, desde que seja feito um
treinamento adequado para a realizacdo e interpretacdo dos dados. As medidas
espirométricas incluem o VEF1, a CVF, que é a quantidade maxima de ar capaz de ser
exalada durante uma expiracdo forcada, a capacidade vital (CV) que é a quantidade
maxima de ar exalada durante uma expiracao lenta, relacdo entre VEF1/CVF e volume
expiratério forcado no sexto segundo (VEF6). Para interpretacao da espirometria utilizam-
se valores de referéncia através de equagdes baseadas na populagdo em questado. Estes
sofrem alteracdo com idade, sexo, altura, peso e raca. Os valores considerados “normais”
pela American Thoracic Society e European Respiratory Society sao aqueles que se
encontram acima do nonagésimo quinto percentil (acima do limite inferior do normal) (39).

As alteragcbes obtidas pela espirometria sdo classificadas como obstrutivas,
restritivas e mistas (que combinam alteracGes obstrutivas e restritivas). Obstrucao
caracteriza-se pela limitagdo ao fluxo aéreo decorrente do calibre reduzido das vias
aéreas por broncoconstricdo, inflamacdo, impactagdo de muco ou enfisema. Os
parametros espirométricos na obstru¢cdo caracterizam-se por reducdo das relagoes
VEF1/CVF, VEF1/CV e VEF1/VEF6, além de redugdo do VEF1 com CVF, CV e VEF6
normais ou reduzidos. Os disturbios restritivos ocorrem por perda de volume pulmonar,

como na fibrose pulmonar, doengas da pleura, alteragdes neuromusculares, deformidade
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da parede toracica, obesidade e edema pulmonar. Os parametros espirométricos
classicos sdo CVF, CV e VEF6 reduzidos, relagdao VEF1/CVF, VEF1/CV e VEF1/VEF6

normais com tragado da curva de fluxo volume de aparéncia normal (39).

1.4. Idade pulmonar

O conceito de idade pulmonar foi desenvolvido em 1985 por Morris e Temple como
uma forma de tornar o entendimento das alteragbes espirométricas mais facil para o
paciente tabagista que havia sido aconselhado a interromper o fumo (40). Em 2008 Parker
e cols. avaliaram o impacto em tornar conhecida a idade pulmonar como forma de
incentivo na cessacgao do tabagismo (41). Em suas analises, ficou comprovado que dizer
ao paciente sua idade pulmonar melhora o seu empenho em parar de fumar (41).

O calculo da idade pulmonar é feito automaticamente pelos espirdmetros
modernos e utiliza o VEF1 obtido pelo paciente e a altura como parametros. As férmulas
classicamente utilizadas s&o as seguintes:

Homens: 2,870 x altura (em polegadas) - (31,250 x VEF1 em litros) — 39,375

Mulheres: 3,560 x altura (em polegadas) - (40,000 x VEF1 em litros) — 77,280

Pouco se sabe sobre o valor diagnéstico e prognostico da idade pulmonar em
individuos com espirometria normal. Contudo, estudos prévios sugeriram que esta medida
pode ser um marcador de alteragdes funcionais pulmonares, mesmo na auséncia de
doencas pulmonares conhecidas (42). Por outro lado, um estudo japonés mostrou que a
idade pulmonar se associou com medidas de rigidez arterial (43), sugerindo que a idade
pulmonar pode ser um marcador também de remodelamento vascular.

1.5. O Ultrassom de caroétidas
A avaliacao ultrassonografica vascular tem sido utilizada para a deteccéo de lesdes
vasculares subclinicas (44). A presenca de dano vascular subclinico, especialmente em

individuos assintomaticos, pode identificar pacientes mais vulneraveis e ajudar na
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implementagcdo de estratégias de prevencdo cardiovascular. Além disso, a
ultrassonografia vascular € um exame seguro, relativamente barato em comparagéo a
outros exames radiolégicos, indolor € ndo expde o paciente a radiagao (45).

Uma das artérias mais estudadas por meio de ultrassonografia vascular é a artéria
carétida. A carétida é utilizada devido ao seu facil acesso, por ser relacionada a acidentes
vasculares cerebrais e pela sua reprodutibilidade (45). Neste sentido, diversas
caracteristicas carotideas morfolégicas e hemodinamicas tém sido estudadas como
marcadores ou preditores de risco cardiovascular, tais como a EIM, o didametro, o indice
de resistividade e medidas de rigidez/elasticidade.

A EIM é definida como a distancia entre a interface lumen-intima até a interface
média-adventicia da parede da artéria. H4 uma forte correlacéo entre a EIM e a soma da
espessura das camadas intima e média da artéria cardtida em estudos anatomo-
patolégicos (46). Sob esta perspectiva, a EIM da parede da artéria carétida é considerada
uma medida de aterosclerose subclinica. De maneira geral, a EIM é a medida carotidea
mais estudada e a mais utilizada na pratica clinica e tem sido considerada um bom
preditor de eventos cardiovasculares (47).

O aumento do didametro da car6tida esta associado a aterogénese e a maior
incidéncia futura de eventos cardiovasculares (48,49). Alguns mecanismos tém sido
propostos para explicar o aumento do didmetro carotideo como manifestacdo de doenca
vascular. Por exemplo, o aumento do didmetro pode ser uma forma de adaptagéo para
compensar o volume acrescido pela placa aterosclerética na parede arterial, preservando
assim o lumen do vaso. Por outro lado, a dilatagao carotidea também pode ocorrer como
resultado de alterac6es nas camadas elasticas da artéria induzidas por fatores de risco
cardiovascular (48,49).

Outro parametro a ser considerado € o indice de resistividade, que € uma medida

hemodindmica derivada da razao entre o fluxo sanguineo diastélico e sistélico na artéria
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carétida. Aumentos no indice de resistividade da artéria carétida refletem menor
elasticidade arterial e maior resisténcia vascular do territério por ela irrigado (50). H4 uma
clara correlacao entre o0 aumento do indice de resistividade carotideo e fatores de risco
para aterosclerose e suas manifestagcdes (51). Além disso, em 2006, Staub e cols.
demonstraram que o indice de resistividade da artéria carétida interna também é preditor
de morbi-mortalidade cardiovascular, e € comparavel a ja bem estabelecida EIM (50).

As diretrizes atuais tém sugerido que o aumento da rigidez arterial € um marcador
de remodelamento vascular, sendo um bom preditor de risco, especialmente em
hipertensos (8). A rigidez e a elasticidade da artéria carétida podem ser mensuradas em
seres humanos, por meio de formulas que combinam medidas de diametro carotideo e
afericdes concomintates de pressao arterial. Neste sentido, podem ser calculados o indice
de Rigidez (que afere a rigidez arterial de maneira relativamente independente da presséo
arterial) e a Complacéncia Arterial (que afere a capacidade das artérias de ser expandir

em resposta a pressao de pulso) (52).

1.6. Justificativa

Individuos hipertensos estdo predispostos a uma maior incidéncia de eventos
cardiovasculares e apresentam um declinio da fungdo pulmonar em compara¢do com a
populagéao geral. Contudo, permanece ainda incerto se esta associagéo é decorrente da
coexisténcia de doengas com alta prevaléncia nesta populacdo ou se € decorrente de
mecanismos fisiopatolégicos comuns. Além disto, permanece ainda desconhecido se a
funcdo pulmonar se associa com caracteristicas hemodinamicas e estruturais carotideas

mesmo na auséncia de doenga pulmonar ou tabagismo em individuos hipertensos.
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Il. OBJETIVOS

7

O objetivo deste estudo é avaliar a relagdo entre paradmetros espirométricos e
variaveis hemodinamicas/estruturais carotideas em pacientes hipertensos, nao-tabagistas

e sem alteragOes ventilatdrias obstrutivas ou restritivas a espirometria.
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ll. METODOS E RESULTADOS

Os métodos e resultados da presente tese estao apresentados no seguinte artigo:

“Lung age is related to carotid structural alterations in hypertensive subjects”.
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Abstract

Background: Hypertensive patients exhibit higher cardiovascular risk and reduced lung
function compared to the general population. Whether this association stems from the
coexistence of two highly prevalent diseases or from direct or indirect links of
pathophysiological mechanisms is presently unclear. This study investigated the
association between lung function and carotid features in non-smoking hypertensive
subjects with supposed normal lung function. Methods and Results: Hypertensive
patients (n=67) were cross-sectionally evaluated by clinical, hemodynamic, laboratory and
carotid ultrasound analysis. Forced vital capacity, forced expired volume in 1s and in 6s
and lung age were estimated by spirometry. Subjects with ventilatory abnormalities
according to current guidelines were excluded. Bivariate analysis showed that lung age
and the percentage of predicted spirometric parameters correlated with common carotid
intima-media thickness, diameter and stiffness. C-reactive protein and matrix-
metalloproteinases-2/9 levels did not influence this relationship. At stepwise regression
analyses, lung age was the spirometric parameter exhibiting the most significant
regression coefficients with carotid features. Conclusions: Decline in lung function,
particularly when assessed by lung age, is independently associated with carotid structural

alterations in non-smoking hypertensive subjects with supposed normal lung function.

Keywords: carotid, lung age, spirometry, systemic hypertension.
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Introduction

Hypertensive patients are predisposed to a higher rate of cardiovascular events (1)
and frequently exhibit decline in lung function as compared to the general population (2,
3). Whether this association stems from the coexistence of highly prevalent diseases or
from direct or indirect links of pathophysiological mechanisms is presently unclear.

Several studies have associated severe pulmonary dysfunction with increased
subclinical atherosclerosis (4-8). Although smoking is certainly one of the links between
the atherosclerosis and pulmonary changes, a similar association has been reported in
nonsmokers suggesting the existence of additional players (9, 10). Chronic pulmonary
disease may by itself contribute to atherogenesis via persistent inflammatory stimuli (3).
Indeed, increased oxidative stress, systemic inflammatory response and activation of
matrix metalloproteinases (MMPs) are strongly related to both chronic pulmonary disease
and atherogenesis (3, 11-13). Hypothetically, ventilatory dysfunction may equally be
associated with both systemic hypertension and atherogenesis via intermittent hypoxemia
and sympathetic overflow (14, 15). Hitherto, however, it remains unknown whether lung
function is associated with vascular remodeling even in the absence of chronic lung
disease and smoking.

In this context, this study evaluated the relationship between spirometric
parameters and carotid structural/hemodynamic variables in non-smoking hypertensive

subjects without obstructive or restrictive ventilatory alterations.

Methods

Study subjects. Sixty-seven consecutive hypertensive patients followed in a university
hospital outpatient clinic were cross-sectionally evaluated by clinical, laboratory,
spirometric and carotid ultrasound analysis. Exclusion criteria were current smoking, age

under 18 years, neoplastic or lung disease and identifiable causes of secondary
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hypertension. Subjects with forced expired volume in 1s (FEV1)/vital capacity or forced
vital capacity below the 5th percentiles of their relevant predicted values, and therefore
considered to exhibit ventilatory abnormalities (16), were also excluded. The research was
carried out in accordance with the Declaration of Helsinki. This study was approved by the
Human Research Ethics Committee of the State University of Campinas. All subjects gave
written informed consent to participate.

Clinical and laboratory data. Body mass index was calculated as body weight divided by
height squared. Waist circumference was measured at the midpoint between the lowest rib
and the iliac crest and neck circumference was measured just below the laryngeal
prominence. Fasting blood total cholesterol, lipid fractions, glucose and C-reactive protein
levels were measured using standard laboratory techniques (17). Hypertension was
defined as systolic blood pressure 2140 mmHg or diastolic blood pressure =90 mmHg or
current antihypertensive medication use. Diabetes mellitus was diagnosed if fasting blood
glucose was =126 mg/dL or when participants were taking hypoglycemic medications (18).
Systemic Hemodynamic Data. Blood pressure and heart rate were measured using a
validated digital oscillometric device (HEM-705CP; Omron Healthcare, Japan). Systolic
volume was generated from Doppler interrogation of transaortic flow at the aortic annular
level and aortic cross-sectional area using a Vivid 3 Pro apparatus (General Electric, USA)
equipped with a 2.5-MHz transducer (19). Cardiac output was calculated as: systolic
volume X cardiac frequency, while peripheral vascular resistance was calculated as: mean

blood pressure/cardiac output.

Carotid analysis. Carotid ultrasonography was performed by a single physician using a
Vivid 3 Pro apparatus equipped with a 10-MHz linear-array transducer (20, 21). A region 2
cm proximal to the carotid bifurcation was identified, and the intima-media thickness (IMT)

of the far wall was evaluated as the distance between the lumen—intima interface and the
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media—adventitia interface. All measurements were made using an automatic border
recognizer (Vivid 3 Pro IMT software analyzer). End-diastolic and peak-systolic internal
common carotid artery diameters were obtained by continuous tracing of 3 cycles and
averaged. The resistive index of internal carotid artery was calculated as follows: 1—
[minimum diastolic velocity/maximum systolic velocity]. All measurements were obtained as
the average from both right and left arteries measurements. Carotid ultrasound and
concomitant brachial blood pressure measurements were used to calculate artery
compliance and stiffness index. Artery compliance measures the ability of the arteries to
expand as a response to pulse pressure caused by cardiac contraction and relaxation and
was calculated as: ([systolic diameter — diastolic diameter]/diastolic diameter)/(systolic
blood pressure — diastolic blood pressure). Stiffness index is considered to be relatively
independent of blood pressure and was calculated as: (systolic blood pressure/diastolic
blood pressure)/([systolic diameter — diastolic diameter]/diastolic diameter) (20).

Intraobserver and interobserver carotid IMT and diameters variabilities were <5%

Spirometry. Spirometry was conducted in accordance with American Thoracic
Society/European Respiratory Society guidelines (16) using a MicroLoop device (Micro
Direct, USA) by one investigator. Spirometric analysis estimated the following variables:
vital capacity, forced vital capacity, FEV1 and forced expired volume in 6s (FEV6) as well
as the percentage of their predicted values. Lung age was estimated as previously
reported (22). The formulas used to calculated lung age were: 2.87 x height (in inches) -
(31.25 x observed FEV1 in liters) — 39.375 for men, and 3.56 x height (in inches) - (40.00

x observed FEV1 in liters) — 77.280 for women.

Gelatin Zymography. Gelatin zymography for assaying MMP-2 and MMP-9 activity was
carried out as previously described (20). Plasma samples were electrophoresed on a 7%

polyacrylamide gel containing 2 g/L gelatin. Gels were stained in 0.5% Coomassie blue R-
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250 and distained for 1-h in 40% methanol: 10% acetic acid. MMP proteolytic activity was

determined by densitometry analysis.

Statistical analysis. Continuous variables with normal and non-normal distribution are
presented as meantstandard error and median (25-75th percentile), respectively. The
Kolmogorov—Smirnov test was used to test for normal distribution of the variables. A
sample size of 67 participants was considered suitable considering values of alpha
error=0.05, beta error=0.8 and r=0.30. Bivariate correlations between variables were
examined using Pearson’s correlation coefficient for normally distributed data and
Spearman’s rank correlation coefficient for non-normal data. General linear model adjusted
for gender was used to compare spirometric variables between never-smokers and former
smokers. Stepwise regression analysis evaluated the independent predictors of carotid
parameters. Variables that exhibited significant correlation coefficients with carotid features
at bivariate analysis were included as independent variables in regression models. Given
the high collinearity among the spirometric parameters, only one spirometric variable was
included at a time in each regression model. Age was included as a confounding factor in
all regression models, while prior smoking history was included as an independent variable
in regression models that analyzed the whole sample. A p-value <0.05 was considered

significant.

Results

Clinical and laboratory characteristics of enrolled subjects are presented in Table 1,
while carotid and spirometric features are shown in Table 2. Results of bivariate analysis
between spirometric and carotid variables are presented in Table 3. Percentage of
predicted spirometric parameters and lung age showed significant correlation with carotid

IMT, diameter, artery compliance and stiffness index. Conversely, absolute values of FEV1,
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FEV6, vital capacity and forced vital capacity did not correlate with carotid variables except
for a weak relationship of carotid IMT with force vital capacity, FEV1 and FEV6 (all r<0.28;
p<0.05). Furthermore, internal carotid resistive index did not exhibit significant correlation
with any spirometric parameter.

To identify potential confounding variables, bivariate correlation analysis between
carotid parameters and clinical/laboratory features of the studied subjects was performed.
Carotid IMT correlated with age (r=0.43; p<0.001), systolic blood pressure (r=0.31; p<0.05)
and neck circumference (r=0.25; p<0.05); diastolic diameter correlated with systolic blood
pressure (r=0.37; p<0.01), neck circumference (r=0.30; p<0.05), angiotensin-converting-
enzyme inhibitors/angiotensin-receptor blockers use (r=0.26; p<0.05) and beta-blockers
use (r=0.25; p<0.05); artery compliance correlated with calcium-channel-blockers use (r=-
0.34; p<0.01) and systolic blood pressure (r=-0.27; p<0.05); and stiffness index correlated
with calcium-channel-blockers use (r=0.26; p<0.05) and statins use (r=0.25; p<0.05).

Stepwise regression analysis evaluated whether spirometric parameters were
independently related to carotid features (Table 4). Given the high collinearity among the
lung variables, only one spirometric parameter was included at a time in each regression
model. Noticeably, lung age was the spirometric variable that exhibited the most significant
regression coefficients with common carotid IMT, diameter, artery compliance and stiffness
index, when compared to other spirometric variables, namely % of predicted FEV6, % of
predicted FEV1 and % of predicted forced vital capacity.

We also evaluated whether C-reactive protein, MMP-2 and MMP-9 levels
correlated with lung parameters, but these variables exhibited no significant correlation
with any spirometric parameter at bivariate analysis. Never-smokers (n=42) had no
differences in spirometric parameters in comparison with former smokers (n=25), after

adjusting for gender. In addition, stepwise regression analysis also showed independent
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associations between lung age and carotid IMT, diameter and stiffness index after

adjustment for potential confounding factors in never-smokers (data not shown).

Discussion

In the present report, we investigated the relationship between spirometric
parameters and carotid structural and hemodynamic features in a sample of non-smoking
hypertensive patients without significant ventilatory abnormalities according to current
guidelines. Our data revealed that mild pulmonary changes, globally estimated by lung
age, were directly associated with carotid IMT, diameter and stiffness index and inversely
related to artery compliance. Overall, these associations point toward lung age as a
potential marker of vascular remodeling and indicate that lung and vascular remodeling
might share common pathophysiological mechanisms in hypertensive subjects with
supposed normal lung function.

Severe lung dysfunction has been related to subclinical atherosclerosis in general
populations. For instance, the British Regional Heart (4), ARIC (7) and MESA (8) studies
showed an independent association between FEV1 and carotid atherosclerosis, indicating
that obstructive ventilatory defects are preferentially related to atherogenesis. In the
present report, results of regression analysis revealed that lung age was the spirometric
variable exhibiting the most significant association with carotid IMT in non-smoking
hypertensive individuals without ventilatory abnormalities. Furthermore, lung age was also
independently related to increased stiffness and reduced compliance of carotid arteries.
These latter findings are in accordance with results from a recent report that demonstrated
a positive relationship between lung age and arterial stiffness evaluated by the cardio-
ankle vascular index in Japanese hypertensive subjects (23). Nevertheless, it must be
acknowledged that in that aforementioned paper, subjects with abnormal lung function and

current smokers were also included in the analysis, which differs from our protocol. In
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general, the present results indicate that the association between lung function and carotid
structural parameters might be a continuous process in hypertensive subjects, even when
lung functional changes are not considered clinically significant according to current
guidelines (16).

Some mechanisms have been proposed to explain the association between
decreased lung function and increased cardiovascular risk, such as smoking and low-
grade inflammation. Smoking is a recognized cause of atherosclerosis, vascular
remodeling and chronic obstructive pulmonary disease and previous studies showed a
relationship between impaired lung function and higher cardiovascular risk only in smokers
(5). However, the mechanisms that underlie this association are unlikely to be entirely due
to smoking, given the presence of the relationship among non-smokers (9, 10). Likewise,
our sample of non-smokers and never-smokers showed an independent association
between lung age and carotid features, strengthening the notion that alternative
mechanisms play a role in this regard. Conversely, the link between increased
cardiovascular disease and obstructive pulmonary disease may be also mediated by
persistent low-grade systemic inflammation, as indicated by elevated levels of C-reactive
protein observed in patients with chronic obstructive pulmonary disease (11). Increased C-
reactive protein levels, in turn, are assumed to play a causal role in atherosclerosis and
vascular remodeling (24). In addition, C-reactive protein has been considered the best
inflammatory marker in order to predict carotid atherosclerosis (25). In our sample,
however, C-reactive protein levels did not show a significant relationship with spirometric
variables or carotid features. Although we did not measure other markers of inflammatory
status, these findings suggest that low-grade inflammation might not be a major link
between lung age and vascular remodeling in our sample.

MMPs are proteolytic enzymes that degrade extracellular matrix and are involved in

the development of chronic pulmonary obstructive disease, dilatation and stiffness of blood
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vessels and atherosclerosis (12, 20, 26). Based on their primary structure and substrate
specificity, MMPs can be classified into five groups, among which, the gelatinases (MMP-2
and -9) are known to play a role in either vascular or lung remodeling (27-29). In the
present report, we evaluated the plasmatic expression of MMP-2 and MMP-9, but no
correlation between lung age/carotid features and expression of MMPs was detected. It
must be acknowledged, however, that these findings do not exclude a role of MMPs as
common mediators of vascular and lung remodeling, since there are other MMPs that may
modulate vascular and lung remodeling (12, 26), which were not evaluated in the present
study.

The concept of lung age was proposed by Morris and Temple in order to conquer
the difficulty existing in the raw results of spirometric measurements (22). This method has
greatly contributed toward providing incentive to abstain from smoking and has allowed
several groups of investigators to estimate the lung age of patients suffering from varied
pathological pulmonary conditions (30). Nevertheless, very little is known about the
relationship between lung age and cardiovascular alterations. To our knowledge, only one
study has previously addressed this issue, by showing an association between lung age
and arterial stiffness in Japanese hypertensive subjects (23). Therefore, our study provide
novel evidence that lung age is independently associated with carotid IMT, diameter and
stiffness, which might expand the use of this lung parameter as a potential marker of
atherosclerosis and vascular remodeling in hypertensive patients. Furthermore, all
regression models were adjusted for age, thus indicating that this latter variable per se
was not responsible for the observed relations. However, prospective studies are
necessary to assess the value of lung age as a predictor of cardiovascular events.

A potential limitation of our study was that the majority of patients were using
antihypertensive medications, which might be a confounding factor in the analysis.

However, we diminished this potential bias by considering in multivariate models the
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presence of antihypertensive medications that correlated with studied variables in bivariate
analysis. In addition, the cross-sectional design may limit our ability to infer a causal
relationship between lung age and carotid structural alterations.

In conclusion, the present data showed that increased lung age is associated with
carotid atherosclerosis and stiffness in hypertensive individuals without ventilatory
abnormalities. This finding raises the possibility of a mechanistic interaction between lung

and arterial remodeling in subjects with systemic hypertension.
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Table 1. Clinical, hemodynamic and laboratory features of hypertensive patients.

Variable n=67
Age, years 58.7+1.6
Male gender, % 36
Body mass index, kg/m? 32.6+0.7
Waist circumference, cm 102.7+1.4
Neck circumference, cm 39.0+0.5
Systolic blood pressure, mmHg 139.7£2.7
Diastolic blood pressure, mmHg 80.2£2.2
Heart rate, b.p.m. 69.5+1.6
Cardiac output (L/min) 5.310.2
Peripheral vascular resistance (dynes x s x cm®) 1564153
Diabetes mellitus, % 30
Never-smokers, % 63
Low-density lipoprotein cholesterol, mg/dL 112.9+4.8
High-density lipoprotein cholesterol, mg/dL 51.7+2.2
Triglycerides, mg/dL 133 (75)
Fasting blood glucose, mg/dL 98 (29)
Log C-reactive protein, mg/dL -0.61+0.06
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Matrix metalloproteinase-2, U/L (n=49) 0.43+0.11

Matrix metalloproteinase-9, U/L (n=49) 0.89+0.06
Diuretics, % 81
Beta-blockers, % 49
Calcium-channel-blockers, % 57
ACEIl or ARB, % 87
Statins, % 57

Legend: ACEI or ARB — angiotensin-converting-enzyme inhibitors or angiotensin-receptor

blockers.

42



Table 2. Carotid and spirometric features of hypertensive patients

Variable n=67

Common carotid features
Intima-media thickness, mm 0.69+0.02
Diastolic diameter, mm 5.45+0.09
Systolic diameter, mm 6.18+£0.10
Artery Compliance, %/10mmHg 2.37£0.12
Stiffness Index 4.85+0.27
Internal carotid resistive index 0.66+0.01

Spirometric features
Vital capacity, L 2.93+0.10
% of predicted vital capacity 86.6x1.4
Forced vital capacity, L 3.000.09
% of predicted forced vital capacity 88.9+1.2
Forced expiratory volume in 1s, L 2.44+0.08
% of predicted forced expiratory volume in 1s 90.2+1.4
Forced expiratory volume in 6s, L 2.96+0.09
% of predicted forced expiratory volume in 6s 88.311.2
Lung age, years 69.8+1.7
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Table 3. Bivariate correlation analysis between spirometric parameters and common

carotid features in the whole sample.

Variable Common carotid features
Intima-media Diastolic Artery Stiffness

thickness diameter compliance index
% of predicted VC -0.28* -0.11 0.25% -0.18
% of predicted FVC -0.48% -0.31* 0.31* -0.23
% of predicted FEV in 1s -0.371 -0.351 0.33f -0.25*
% of predicted FEV in 6s -0.44* -0.30* 0.31* -0.21
Lung age 0.56% 0.38f -0.361 0.357

Legend. VC — vital capacity; FVC — forced vital capacity; FEV - forced expiratory volume;

*p<0.05; Tp<0.01 and *p<0.001.
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Table 4. Linear regression coefficients (Beta) between selected spirometric parameters

and common carotid features in the whole sample.

Variable Dependent variables

Intima-media Diastolic Artery Stiffness

thickness diameter compliance index
(Model 1) (Model 2) (Model 3) (Model 4)

% of predicted FVC -0.365" -0.172 0.232* -0.162
% of predicted FEV in 1s -0.2861 -0.181 0.275* -0.240*
% of predicted FEV in 6s -0.338* -0.173 0.234* -0.163
Lung age 0.580% 0.362% -0.33171 0.3007

Legend. Given the high collinearity among lung parameters, only one spirometric variable

was included at a time in each model. Model 1 included systolic blood pressure and neck

circumference; Model 2 included systolic blood pressure, neck circumference, angiotensin-

converting-enzyme inhibitors/angiotensin-receptor blockers use and beta-blockers use;

Model 3 included systolic blood pressure and calcium-channel-blockers use; and Model 4

included calcium-channel-blockers use and statins use as independent variables. Prior

smoking history and age were included as independent variables in all models. FVC —

forced vital capacity; FEV - forced expiratory volume; *p<0.05; Tp<0.01 and *p<0.001.

45



IV. DISCUSSAO

No presente estudo, nés investigamos a relacao entre parametros espirométricos e
caracteristicas hemodinamicas e estruturais da artéria carétida em uma populagdo de
hipertensos com espirometria normal. Nossos dados revelam que a idade pulmonar
esteve diretamente associada a EIM, ao didmetro e ao indice de rigidez e inversamente
relacionado a complacéncia arterial. Estas associagdes apontam para a possibilidade de a
idade pulmonar servir como um potencial marcador de remodelamento vascular. Além
disto, estes resultados indicam que os remodelamentos vascular e pulmonar podem ter
mecanismos fisiopatol6égicos em comum em pacientes hipertensos com espirometria

supostamente normal.

Reducbes anormais da fungdo pulmonar tém sido relacionadas a aterosclerose
subclinica na populagéo geral. De fato, grandes estudos populacionais, como o British
Regional Heart Study (4853), Atherosclerosis Risk in Communities Study (21) e Multi-
Ethnic Study of Atherosclerosis (22) mostraram uma associagao independente entre VEF1
e aterosclerose carotidea, indicando que alteragdes obstrutivas na espirometria sao
preferencialmente relacionadas a aterogénese. No presente estudo, os resultados de
andlise de regressao linear revelaram que a idade pulmonar, mais que outros marcadores
de alteragbes funcionais pulmonares, apresentou relagdo direta com EIM em individuos
hipertensos sem anormalidades ventilatérias. Além do mais, a idade pulmonar foi
independentemente relacionada a aumento da rigidez e reducdo da complacéncia da
carétida. Estes ultimos achados estdo de acordo com dados recentes que demonstram
uma relagao positiva entre idade pulmonar e rigidez arterial avaliada pelo indice tornozelo
braquial em individuos japoneses (38). Neste estudo japonés, foram também incluidos
individuos com fungédo pulmonar alterada, o que difere do nosso estudo. De uma forma

geral, os resultados do nosso estudo indicam que a associagao entre fungdo pulmonar e
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parametros carotideos pode ser um processo continuo em hipertensos

independentemente da presencga de alteragdes ventilatorias.

Alguns mecanismos tém sido propostos para explicar a associacdo entre
diminuicdo da fungé@o pulmonar e aumento do risco cardiovascular, como o tabagismo e
inflamagéo sistémica. O tabagismo é uma conhecida causa de aterosclerose,
remodelamento vascular e DPOC e estudos prévios mostraram uma relagdo entre pior
funcédo pulmonar e alto risco cardiovascular apenas em fumantes (54). Entretanto, esta
associacao nao pode ser inteiramente atribuida ao cigarro, ja que também é observada
em nao fumantes (16,21). Do mesmo modo, a analise dos nossos dados, incluindo
apenas os pacientes que nunca fumaram, mostrou uma associacao independente entre
idade pulmonar e as variaveis carotideas, fortalecendo ainda mais a nocado de que

existem mecanismos alternativos que atuam neste processo.

A ligacao entre doencga pulmonar e aumento do risco cardiovascular pode ser
mediada por inflamacao sistémica persistente, conforme indicado pela presenca de
elevados niveis de PCR reportada nos individuos com DPOC (34). Além do mais, a PCR
pode ser considerada como um dos melhores marcadores inflamatoérios associados com
aterosclerose e EIM carotidea (55). Entretanto em nossas andlises, a PCR nao mostrou
relacdo significativa com as variaveis espirométricas. Apesar de nado termos dosado
outros marcadores inflamatorios, estes achados sugerem que a inflamagéo sistémica
pode nao ser o principal mecanismo responsavel pela associa¢ao entre idade pulmonar e

remodelamento vascular em nossa amostra.

As MMPs séao enzimas proteoliticas que degradam a matriz extracelular e estao
envolvidas no desenvolvimento da DPOC, dilatacao e rigidez dos vasos sanguineos, bem
como aterosclerose (32, 56, 57). Baseado em sua estrutura primaria e substrato

especifico, as MMPs podem ser classificadas em cinco grupos, dos quais as gelatinases
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(MMP-2 e MMP-9) sao conhecidas como tendo papel tanto no remodelamento vascular
quanto pulmonar (57-59). No presente estudo, avaliamos a expressao plasmatica de
MMP-2 e MMP-9 nos pacientes, porém nenhuma correlacdo entre idade pulmonar e
MMP2- e MMP-9 foi detectada. Deve ser mencionado, entretanto, que estes achados nao
excluem o papel das MMPs como mediadores comuns no remodelamento vascular e
pulmonar ja que outras MMPs que também podem atuam neste processo (32, 35) nao

foram avaliadas no presente estudo.

O conceito de idade pulmonar foi introduzido para vencer a dificuldade de
entendimento de sua fungéo pulmonar por parte do paciente (40). Este método provou ser
efetivo no estimulo para cessacao do tabagismo (41). Entretanto pouco se sabe sobre a
relagéo entre idade pulmonar e alteragdes cardiovasculares. De fato, apenas um estudo
mostrou associagdo entre idade pulmonar e rigidez arterial em hipertensos japoneses
(43). Sob esta perspectiva, nosso estudo proporciona uma nova evidéncia de que idade
pulmonar é independentemente associada a EIM de car6tida, rigidez e complacéncia
arterial, apontando para um potencial uso deste pardmetro como marcador de
aterosclerose e remodelamento vascular em hipertensos. Entretanto, novos estudos
prospectivos sdo necessarios para melhor avaliar a utilizacdo da idade pulmonar como

preditor de eventos cardiovasculares.

A idade pulmonar é estimada por uma equagédo baseada nos valores de VEF1 e
altura (40). Ademais, como resultado desta equacdo, pequenas mudangas nos valores
absolutos de VEF1 podem produzir grandes variagdes na idade pulmonar, mesmo quando
os valores de VEF1 estejam na faixa da normalidade. Estas observagbes indicam que
VEF1 e idade pulmonar ndo sdo varidveis iguais. De fato, resultados de andlise de

correlagdo mostraram apenas uma relacdo moderada entre os valores de VEF1 e idade
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pulmonar (r=-0,496; p<0,0001) em nossa amostra, o que parece explicar o fato de que a

idade pulmonar, mas ndo o VEF1, se relacionou com as variaveis carotideas.

E necessario reconhecer que o significado clinico da idade pulmonar em
individuos com funcdo pulmonar normal ainda ndo esta estabelecido. Contudo, dados
prévios sugeriram que a idade pulmonar pode fornecer uma estimativa alternativa de
alteracdes de fungédo pulmonar, mesmo em individuos sem doenca pulmonar manifesta
(42). Além disto, demonstrou-se que a idade pulmonar foi um bom preditor de sobrevida
em pacientes com cancer de pulmao, indicando que esta medida pode também ter valor
prognéstico (60). Em contrapartida, ainda ndo se sabe quanto de declinio na idade
pulmonar se acompanha de reducdes clinicamente relevantes da fungdo pulmonar,
embora um estudo prévio tenha sugerido que, para a detecgéo de disturbios obstrutivos e
restritivos, uma diferenca de 18,3 anos entre a idade pulmonar e a idade cronoldgica teve

alta sensibilidade e especificidade (61).

Uma potencial limitacdo do nosso estudo se deve ao fato da maioria dos pacientes
utilizarem medicagbes anti-hipertensivas o que poderia servir como confundidor.
Entretanto este efeito foi diminuido ao considerarmos a presenga dos medicamentos nas
andlises multivariadas. Além disto, o desenho transversal pode limitar nossa habilidade

em inferir relacdo causal entre idade pulmonar e altera¢des estruturais de carétida.



V. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que aumento da idade pulmonar esta associado a
aterosclerose, didametro e rigidez da artéria carétida em hipertensos com espirometria
normal. Estes achados sugerem que a idade pulmonar pode ser um marcador de
alteracdes carotideas e indicam que os remodelamentos pulmonar e arterial podem ter

uma relacao nesta populacgéo.
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