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RESUMO

RESUMO

A inflamag¢do tem sido associada a hipertensdo arterial e lesdes de 6rgdos-alvo, sendo que
elevados niveis de biomarcadores inflamatérios como a interleucina 6 (IL-6), 10 (IL-10),
1B (IL-1pB), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a proteina C reativa ultra sensivel
(PCR-US) tém sido relacionados a doengas cardiovasculares. Estes biomarcadores
inflamatérios estdo envolvidos na rigidez arterial, um importante fator de risco
cardiovascular. De fato, a hipertensdo arterial resistente (HAR) possui um prognéstico
desfavoravel atribuido ao nio controle pressorico e a outros fatores de risco associados.
Entretanto, ainda ndo foi estabelecido o perfil dessas citocinas na HAR, também ndo se
conhece o potencial impacto desses biomarcadores inflamatérios na rigidez arterial. Este
estudo transversal em 32 pacientes com HAR, 20 com hipertensdo de grau leve a moderado
(HAS) e 20 normotensos (NT) teve como objetivo avaliar a relagdo de marcadores
inflamatérios com a rigidez arterial em pacientes hipertensos resistentes. Foram avaliadas
as medidas de pressdo arterial de consultério e rigidez arterial, através da velocidade de
onda de pulso (VOP). As concentracdes plasmaticas de 1L-10, IL-6, IL-1p e TNF-a foram
determinadas por ELISA e PCR-US por nefelometria. O teste de Kruskal-Wallis foi
utilizado para comparar os niveis de IL-6, TNF- a e PCR-US, assim como os valores de
VOP, enquanto o teste Qui-quadrado foi utilizado para avaliagao das varidveis IL-10 (<1,0
and >1,0pg/mL) e IL-1B (<0,012 and >0,012 pg/mL). Andlise de regressao linear multipla
foi conduzida para testar se havia associa¢do independente dos marcadores inflamatérios
(IL-6, TNF-a, IL-1B e PCR-US) com a VOP. Os grupos nao apresentaram diferencas de
idade, género e IMC. A VOP foi maior nos pacientes HAR (10.5 £ 2.2m/s), seguidos por
pacientes HAS (8.7+2.1m/s) e individuos NT (7.2+ 1.0m/s) (p<0.05). Os niveis de TNF-a

(média; (95% CI)) foram significativamente maiores nos grupos HAR: 3,3 (2,19 —
Xii



RESUMO

4,42pg/mL) e HAS: 3,09 (2,61-3,56) comparados aos NT 1,94 (1,48 — 2,39) (p<0.05), mas
ndo houve diferenca entre niveis de IL-6. O grupo de HAR teve maior proporcio de
sujeitos com niveis elevados de IL-10 (78.1% de IL-10 >1.0 pg/mL) comparados aos HAS
(50%) e NT (20%). Além disso, a propor¢ao de pacientes HAR com IL-1B aumentada
também foi maior (100%) comparada aos HAS (45%) e NT (25%). Finalmente, apenas a
IL-1pB foi independentemente associada a VOP (p<0,001; R2= 0,49; $=0,079). Pacientes
HAR apresentaram niveis aumentados de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-1f and IL-10),
assim como rigidez arterial. Em adicdo, a concentracdo de IL-1f é um fator de risco

independente para rigidez arterial.

Palavras-chave: hipertensao arterial resistente, inflamacao, citocinas, rigidez arterial.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Inflammation has been associated with hypertension and target organ damage and increased
levels of inflammatory biomarkers such as interleukin-6 (IL-6), 10 (IL-10), 1B (IL-1B),
tumor necrosis factor-a (TNF-a) and high sensitive C protein (hs-CRP) have been
described in cardiovascular diseases. These inflammatory biomarkers are implicated in
arterial stiffness, an important cardiovascular risk factor. Indeed, resistant hypertension
(RHTN) leads to unfavorable prognosis attributed to poor blood pressure (BP) control and
other cardiovascular risk factors. However, the potential impact of these inflammatory
biomarkers on arterial stiffness in RHTN subjects has not been demonstrated. A cross-
sectional study was performed in 32 RHTN, 20 mild to moderate hypertensive patients
(HTN) and 20 normotensive (NT) subjects. Office BP and arterial stiffness, assessed by
pulse wave velocity (PWV) were evaluated. Indeed, IL-10, IL-6, IL-1B and TNF-o were
determined by ELISA and hs-CRP by nephelometry. Kruskal-Wallis was used to compare
levels of IL-6, TNF- a and hs-CRP as well as values of PWV, whereas Chi-square was used
to evaluated IL-10 (<1.0 and >1.0pg/mL) and IL-1B (<0.012 and >0.012 pg/mL). Multiple
linear regression analysis tested the association of inflammatory biomarkers (IL-10, TNF-a,
IL-1B and hs-CRP) with PWV. No differences were observed between the 3 groups with
respect to age, gender and BMI. PWV was increased in RHTN (10.5 + 2.2m/s) followed by
HTN patients (8.7+2.1m/s) compared to NT individuals (7.2+ 1.0m/s) (p<0.05). TNF-a
levels (mean; (95% CI)) were significantly higher in RHTN 3.3 (2.19 - 4.42pg/mL) and
HTN: 3.09 (2.61-3.56) than NT subjects 1.94 (1.48 — 2.39) (p<0.05) but no differences
were observed regarding IL-6 levels. RHTN group had higher frequency of subjects with
increased levels of IL-10 (78.1% of IL-10 >1.0 pg/mL) compared with HTN (50%) and NT

(20%). Moreover, RHTN had higher frequency of subjects with increased levels of IL-1B
Xiv



ABSTRACT

(100%) compared to HTN (45% ) and NT (25%). Finally, IL-1B was independently
associated to PWV (p<0.001; R2= 0.49; B=0.079). Taken together, RHTN subjects
presented increased levels of inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1p and IL-10) as well as

of arterial stiffness. In addition, we found that IL-1 levels are an independent risk factor

for arterial stiffness.

Keywords: resistant hypertension, inflammation, cytokines, arterial stiffness.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracdes Gerais

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) € caracterizada por niveis elevados (>
140/90mmHg) e sustentados de pressdo arterial (PA). A prevaléncia da HAS na populacdo
brasileira é cerca de 30% [1] e a morbimortalidade relacionada a esta doenca aumenta
progressivamente com a elevacdo da PA a partir de 115/75mmHg [2].

Atualmente, ha um amplo arsenal terapéutico anti-hipertensivo, porém apenas 34%
dos pacientes conseguem o controle da PA segundo as metas recomendadas
(<140/90mmHg) [3-4].

O insucesso do controle da PA pode ser devido a ndo adesdo farmacoldgica, excesso
na ingestdo de sédio, sobrepeso, hipertensdo secundéria e uso de alguns farmacos. Estes
fatores, quando identificados, podem ser tratados de maneira eficaz [4]. No entanto, uma
parcela significativa de pacientes hipertensos ainda € resistente ao tratamento
farmacoldgico, sendo classificados como hipertensos resistentes.

A hipertensao arterial resistente (HAR) é definida como a PA que permanece acima
da meta pressorica apesar do uso de trés agentes anti-hipertensivos de diferentes classes, em
doses otimizadas, sendo um deles, diurético. Também, estdo incluidos aqueles pacientes
nos quais se obtém o controle da PA com quatro ou mais medicacdes [5].

A prevaléncia da HAR ndo estd bem estabelecida, apesar de estudos observacionais
estimarem que seja entre 15% e 18% [6]. Porém, andlises recentes encontraram que dentre
os pacientes hipertensos, apenas 3% eram resistentes [7]. Embora a prevaléncia varie de

acordo com a populacdo estudada, estd estabelecido que esta condi¢do clinica estd

-17 -
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associada a uma alta prevaléncia de lesdes de 6rgaos-alvo (LOA) [8] e consequentemente,
com alto risco cardiovascular, sendo um problema clinico relevante [9-10]

Os mecanismos que levam a resisténcia hipertensiva ndo estdo completamente
elucidados, porém € reconhecido que este subgrupo de hipertensos tem maior risco
cardiovascular tanto pelo histérico de PA elevada quanto pelas LOA [5, 8].

Primariamente, a elevacdo da PA induz o desenvolvimento de LOA por alteragdes
hemodinamicas. Essas lesdes causadas pela HAS estdo associadas com a mortalidade e
morbidade [11]. Assim, alguns fatores afetam a gravidade dos danos desses orgaos,
independentemente do nivel de PA, como por exemplo, a rigidez arterial, € preditora de
eventos cardiovasculares como infarto agudo do miocardio e acidente vascular cerebral
[12-13], ou entdo o grau de hipertrofia do ventriculo esquerdo (HVE) que é modificado
pela atividade SRAA [14].

A rigidez arterial ocorre como consequéncia das mudancas estruturais no tecido
conectivo na parede vascular, porém os mecanismos envolvidos ainda ndo estdo
completamente elucidados [15]. Estudos recentes t€ém sugerido que na hipertensdo existe
uma relacdo entre o sistema imunolégico e LOA [16-17]. Nos vasos, a inflamacdo aumenta
a proliferacdo de células musculares lisas e participa no remodelamento vascular [18].

Além disso, a expressdo e a concentracdo plasmdtica de alguns marcadores
inflamatdrios encontram-se aumentados em pacientes com doengas cardiovasculares. Essas
moléculas incluem a proteina C reativa ultra-sensivel (PCR-US) [19], citocinas como as
interleucinas (IL-6 e IL-1p), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), angiotensina II (Ang
IT), entre outros [20-22]. Inclusive, na HAR, foi relatada associa¢do positiva entre a

ocorréncia de HVE e inflamagao, expressa por niveis de PCR-US [17].

-18 -
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Em relacdo aos outros biomarcadores inflamatdrios, as concentracdes plasmaticas
de IL-6 e TNF- a foram correlacionadas com a rigidez arterial em pacientes hipertensos
[20] e a IL-1P foi associada a mudangas nos niveis pressoricos e ocorréncia de HAS, em
um estudo longitudinal abordado em pacientes aparentemente sauddveis, normotensos, que
foram seguidos por 6,5 anos [21].

Por outro lado, hé evidéncias que a interleucina 10 (IL-10), exerce protecdo vascular
por sua acdo anti-inflamatéria. Na auséncia de IL-10, a infusdo de Ang II promoveu
alteracdo na fungdo vascular [23]. A IL-10 inibe a liberacdo de mediadores inflamatorios
realizada por macréfagos e mondcitos, e assim, impede a secrecdo de citocinas pro-
inflamatérias como IL-6, TNF- a e IL-1f [24-25].

H4 estudos na literatura sugerindo a relacdo desses biomarcadores inflamatérios na
LOA e com HAS, entretanto, ainda ndo foi estabelecido o perfil desses biomarcadores e seu
impacto sobre a rigidez vascular na HAR.

Diante de tais informagdes, o estudo que se segue como capitulo desta tese de
mestrado (modelo alternativo) visa avaliar os niveis das citocinas inflamatérias e a rigidez
arterial em hipertensos resistentes em comparacdo com hipertensos de grau leve a

moderado e normotensos.

1.2 Hipertensao Arterial Resistente

No Brasil, a HAS apresenta prevaléncias entre 22,3% e 43,9% [26-27]. Embora
existam diversos medicamentos anti-hipertensivos disponiveis, estudos revelam apenas
19,6% de controle adequado da PA nos pacientes hipertensos [27-28]. A falta de
cumprimento das metas terapéuticas deve-se, em parte, a ndo aderéncia ao tratamento anti-
hipertensivo [29], seja ele composto somente por mudangas no estilo de vida como redugdo

-19-
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de ingestdo de sal e dlcool, perda de peso e realizacdo de atividade fisica regular, ou,
acrescido de terapia medicamentosa. Entretanto, existe um grupo de pacientes o qual,
apesar da adequada realizacdo das orientagdes e administracdo de multiplos medicamentos,

os niveis pressoricos mantém-se elevados, sendo chamados de hipertensos resistentes.

1.2.1 Defini¢ao

Segundo a American Heart Association (AHA) e a FEuropean Society of
Hypertension (ESH), HAR € definida pela PA que mantém-se 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 farmacos anti-
hipertensivos com ag¢des sinérgicas em doses maximas ou toleradas, sendo um deles
idealmente um diurético. Além disso, a AHA incluiu como hipertensos resistentes, aqueles
pacientes que conseguem o controle da PA em uso de quatro ou mais farmacos anti-
hipertensivos, também em doses otimizadas [5, 30].

E de extrema importancia para qualquer avaliagio diagndstica excluir a presenca de
pseudoresisténcia e causas de hipertensdo secunddria entre individuos considerados
hipertensos resistentes. A pseudoresisténcia € descrita como o aparente nio controle
pressorico que, na verdade, ¢ devido a medidas inadequadas da PA, escolha terapéutica,
tanto da classe de farmacos quanto de doses inapropriadas, falta de aderéncia ao tratamento,
hipertensdo do jaleco branco ou uso de alguns farmacos como anti-inflamatérios e
anticoncepcionais. Ja a hipertensdo secundaria inclui hiperaldosteronismo primaério,

feocromocitoma e estenose de artéria renal [4, 31]. Assim, é realizada uma intensiva

orientacdo de aderéncia ao tratamento farmacoldgico e ndo farmacolégico [32], bem como

-20-
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a confirmacgdo de elevados niveis pressoricos em consultério médico e também durante 24
horas realizada pela Monitoracdo Ambulatorial de Pressdao Arterial (MAPA) [33].

O grupo de HAR representa pacientes que tém maior risco cardiovascular devido a
persisténcia da PA elevada [5]. Uma andlise epidemioldgica de 90 pacientes com
diagnéstico de HAR segundo a AHA, divididos em dois grupos de acordo com os niveis
pressoricos, os controlados (com, no minimo 4 firmacos) e os ndo controlados mostrou que
no grupo de nao controlados, os niveis pressoricos (pressdo arterial sistdlica (PAS),
diastdlica (PAD) e pressao de pulso (PP)), o indice de massa corporal (IMC), a atividade de
renina plasmdtica (ARP), a concentracio de aldosterona plasmdtica e a relacdo
aldosterona/renina etsdo significativamente maiores, quando comparados ao grupo de PA
controlada [34]. Além disso, os pacientes ndo controlados apresentaram maior espessura de
intima-média, velocidade de onda de pulso (VOP), HVE [34-35], disfuncdo endotelial e

menor queda noturna dos niveis pressoricos [36].

1.2.2 Incidéncia e Prevaléncia

A prevaléncia e incidéncia desta patologia ainda ndo estd bem estabelecida.
Recentemente, estudo demonstrou incidéncia de 1,9% de HAR em pacientes em
seguimento por 18 meses [37].

Em relagdo a prevaléncia, o estudo de Framingham mostrou que 51% dos pacientes
ndo atingem o controle adequado de PA [38]. Entretanto, estes altos indices estdo
acrescidos de ma aderéncia e tratamento inadequado. No estudo ALLHAT, ap6s 5 anos de
seguimento, 49% dos individuos controlaram a PA com 1 ou 2 drogas, portanto, cerca de
50% necessitaram de 3 ou mais classes de fairmacos para o tratamento [39]. Contudo, este

valor deve estar superestimado, devido aos regimes terapéuticos restritos permitidos neste
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estudo, além das principais associa¢des terapéuticas utilizadas, como diuréticos tiazidicos,
inibidores da enzima conversora de aniotensina (ECA) e bloqueadores de canais de calcio
ndo serem encorajadas [5]. Avaliacdes semelhantes também ocorreram no estudo ASCOT
[40]. Uma anélise dos pacientes do National Health and Nutrition Examination Survey,
entre 2003 e 2008, classificou em hipertensos resistentes 12,8% dos individuos hipertensos
[41]. Porém, ainda ha controvérsias, sendo que estudo nacional demonstrou uma
prevaléncia de apenas 3% da populacdo de hipertensos como verdadeiramente resistentes
[7].

Em resumo, embora sua prevaléncia varie de acordo com a populacgado estudada e as
ferramentas diagndsticas e terapéuticas utilizadas, varios estudos sugerem que a HAR é um

problema clinico relevante pelo alto risco cardiovascular desses pacientes [8-9].

1.2.3 Fatores Associados e Fisiopatologia

A HAR apresenta uma fisiopatologia multifatorial, sendo associada a idade
avancada [34] e a obesidade, que estd envolvida no insucesso no controle da PA
principalmente pelo aumento da atividade simpdtica e ativacio do SRAA [34, 42-43].
Outro fator importante € a retencdo hidrica, que ocorre principalmente por niveis elevados
de aldosterona plasmatica e relagdo aldosterona/renina [34, 43-45], alta ingestdo de sédio
[46] e doenca renal cronica (DRC) [5, 34]. Adicionalmente, diabetes mellitus também
dificulta a redug@o dos niveis pressoricos sanguineos [5, 34, 47]. Ao final, a administracdo
de outros farmacos, drogas ilicitas, dlcool e outras substancia exdgenas também contribuem

para o ndo controle da PA (Quadro 1) [5, 48].

-22-



INTRODUCAO

Quadro 1: Fatores contribuintes para hipertensdo arterial resistente

Fatores contribuintes
Expansao volémica
Ingestdo excessiva de sédio
Reteng¢do hidrica causada por doenca renal cronica
Terapia diurética inadequada
Obesidade/resisténcia insulinica
Substancias exdgenas
Anti-inflamatorios nao-esteroidais
Contraceptivos orais
Alcool
Corticosterdides
Esterdides anabdlicos
Agentes simpatomiméticos
Cafeina
Ciclosporina
Eritropoetina
Agentes quimioterapicos

Antidepressivos

Adaptado do Seventh Report of the Joint National Committee on Prevention, Detection, Evaluation

and Treatment of High Blood Pressure [4].

Todos estes fatores contribuintes para a resisténcia a terapia anti-hipertensiva
mostram que a fisiopatologia da HAR deve ser avaliada através de um conjunto de
alteracdes que contribuem para uma doencga mais grave.

Portanto, presumivelmente o progndstico dos pacientes com HAR € menos
favoravel, apesar de ainda ndo ter sido intensamente avaliado até o momento. Isso,
considerando-se que a elevacdo dos niveis pressoricos aumenta o risco de complicacdes

cardiovasculares de maneira linear [49] e que estes individuos também apresentam diversos
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fatores de risco cardiovasculares associados, como idade avangada, obesidade, diabetes e
DRC [50], além de LOA [8]. Em estudo prévio, a HAR foi associada a maior risco para

eventos cardiovasculares (risco relativo de 1,47) [37].

1.2.4 Lesdes de 6rgados-alvo (LOA)

As LOA apresentam alta relacdo com a HAR [8] e sdo divididas em vasculares,
cerebrais, cardiacas e renais. As alteragdes vasculares ja podem estar presentes nos estagios
iniciais da doenca, se associando a maior grau de disfuncdo endotelial e aumento de
biomarcadores séricos inflamatorios, que leva a rigidez vascular [34-35, 51].

Essas lesdes causadas pela hipertensdo estdo associadas com a mortalidade e
morbidade. Primariamente, a elevacdo da PA induz o desenvolvimento de lesdo em 6rgaos
alvo por alteragdes hemodinamicas [11]. Também, identificou-se que outros fatores afetam
a gravidade do efeito hipertensivo nos danos desses 6rgaos independentemente do nivel de
PA como por exemplo, a rigidez arterial, que € preditora de morte por AVC em pacientes
hipertensos[12-13], o grau de HVE, que é modificado pela atividade SRAA [14] e a
ingestdo de sddio influencia nas alteragdes das arteriolas da retina em hipertensos
resistentes [52].

Alteragdes no coragcdo e nos vasos sanguineos levam aos desfechos
cardiovasculares, como acidente vascular encefdlico e infarto do miocérdio. Nas grandes
artérias, a hipertensdo leva a rigidez arterial, o que causa redugcdo da capacidade de
amortecer as alteracOes ciclicas da pressdo sanguinea nas paredes das artérias [53]
constituindo um importante fator de risco de mortalidade cardiovascular em hipertensos

[54].
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1.2.5 Rigidez Vascular

A rigidez arterial € caracterizada por alteragdes na estrutura da parede arterial, em
especial da camada média, principalmente por proliferacio de coldgeno e quantidades
diminuidas de elastina ou quebra delas [55]. A complacéncia da parede vascular depende da
contribuicdo do coldgeno e elastina, que conferem integridade estrutural e elasticidade ao
vaso. Além de mudancas estruturais, alteracdes 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 Ang II, endotelina, estresse
oxidativo e 6xido nitrico [56-57]. Além do proprio processo de envelhecimento das grandes
artérias que resulta em menor complacéncia [58], patologias como o diabetes [59],
hipertensdo arterial [60], DRC e o tabagismo [61] participam como aceleradores desse
processo.

A rigidez arterial pode ser avaliada de maneira ndo invasiva pela estimativa da
VOP, um método simples e reprodutivel [62-63]. Estudos epidemioldgicos demonstraram
que o aumento da VOP, marcador de rigidez arterial, estd associado com aumento de risco
da morbidade e mortalidade por doencga cardiovascular [54, 64-65]. 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 [34].

A fisiopatologia da rigidez arterial tem como base um processo conhecido como
remodelamento cardiovascular. O remodelamento cardiovascular se caracteriza por
alteracOes estruturais e funcionais nos tecidos vasculares em resposta as alteracoes
mecanicas, hemodindmicas e neurohumorais que acompanham a hipertensao [66].
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Porém, os mecanismos envolvidos na rigidez arterial ndo sdo totalmente explicados.
Estudos recentes t€ém sugerido que existe uma relacdo entre o sistema imunoldgico e a
hipertensdo [16]. Nos vasos, a inflamacdo aumenta a proliferacdo de células musculares
lisas e participa do remodelamento vascular [18], assim, biomarcadores inflamatdrios
podem se tornar indicadores para estratificacdo de risco e LOA, ou até mesmo, alvo para

terapéutica.

1.3 Inflamag¢do na Hipertensao

A patogénese da hipertensdo € conhecida como um baixo grau de inflamacao.
Experimentos em modelos animais de hipertensdo sugerem que a hipertensao, assim como
LOA decorrentes da doenca, envolvem um componente inflamatério [67]. Também,
estudos clinicos correlacionaram mediadores inflamatérios com os niveis de PA [68-69].

O envolvimento da inflamacdo na hipertensdo € atribuido a diversos fatores como Ang
II, citocinas, aldosterona e alteragdes mecanicas, que estimulam enzimas como NADPH
oxidase e 0xido nitrico sintase a produzir espécies reativas de oxigénio (EROs). Por sua
vez, as EROs ativam fatores de transcricdo, como por exemplo, o fator de transcri¢ao
nuclear kappa B (NF-kB), que modula a expressdo de moléculas de adesdo e quimiocinas
as quais levam ao acumulo de células inflamatdrias nos tecidos. Essas células inflamatorias
como as células T, macréfagos e mondcitos secretam citocinas inflamatdrias, e também,
podem liberar EROs, amplificando o ambiente inflamatério (Figura 1) [70].

O sistema imune também estd relacionado a hipertensdo através do Sistema Nervoso
Simpético (SNS), ja que os linfonodos e o baco possuem inervagdo simpatica, € assim,
catecolaminas podem modular a ativacio e proliferacido de células T [71]. Em estudo com

animais, a infusio direta de Ang II no cérebro aumentou a quantidade de linfdcitos € o
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perfil de citocinas inflamatdérias no bago, sendo que quando realizada a desnervacdo do
baco tais alteracOes desapareciam, sugerindo ser um efeito mediado por estimulo simpético

[72].

Linfonodos

= l

!

CITONINAS PRO-INFLAMATORIAS MOLECULAS DE ADESAO

— |
/[ L6 | TNFa ] IL-1p VeAM-1
ICAM-1

Lintdtos
\L Macréfagos

0
1

| IL-10 | Treo

PCR-US

Figura 1. Envolvimento da inflamacdo na hipertensdo. A angiotensina II (Ang II) estimula
enzimas como a NADPH oxidase a produzir espécies reativas de oxigénio (EROs), além de ativar o
fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-kB), que modula a expressdo de genes que codificam
citocinas inflamatdrias e moléculas de adesdo. Por sua vez, essas citocinas (IL-6, TNF-a e IL-1B)
também podem ativar o NF-kB. A IL-6 também regula a expressdo de moléculas de adesdo celular
através da via de transdugdo JAK/STAT. Por outro lado, a IL-10, produzida por Linfécitos T
regulatérios (Treg), é caracterizada por suprimir a proliferacdo de células T e impedir a liberacao
das citocinas inflamatérias. O Sistema Nervoso Simpdtico (SNS) pode modular a atividade e
proliferacdo de células T através da inervacdo dos linfonodos e baco, ou também por ativar o

Sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) desencadeando o ciclo.

Ja foi descrito que a expressdo e a concentracdo plasmadtica de alguns marcadores

inflamatérios como PCR-US [19], IL-6, IL-1B, TNF-a, Ang II, entre outros [20-22], estdo
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envolvidos em doengas cardiovasculares. Por outro lado, hé evidéncias que a IL-10 exerce
protecdo vascular por sua acdo anti-inflamatéria [23].

As citocinas sdo produzidas por diferentes tipos de células e s@o os maiores
componentes na regulacdo das células inflamatérias. Entre elas, a IL-6, TNF- a e IL-1 estdo
aumentadas em estados inflamatérios e t€ém sido reconhecidas como potenciais alvos de
intervencdo terapéutica [73-74].

Os pacientes HAR sdo um grupo de pacientes que apresenta alto risco cardiovascular e
alta prevaléncia de LOA, portanto, investigar o perfil inflamatério e verificar se hd relacao
dessas citocinas com LOA neste grupo de hipertensos, pode resultar em beneficios clinicos
futuros para tratamento da HAR e/ou LOA.

1.3.1 Interleucina-6 (IL-6)

A IL-6 € um dos mediadores envolvidos na regulagdo da resposta imune a lesdo e
infec¢do, sendo principalmente secretada por macréfagos e linfécitos [74].

A atividade bioldgica da IL-6 consiste em sua ligac@o através de 3 sitios de ligacao
com o seu receptor. Portanto, a transdu¢do do sinal da IL-6 inicia-se com a ligacdo da
subunidade o com seu receptor da membrana (IL-6R) ou a uma versdo solivel, que esta
presente no plasma, o sIL-6R. A associacdo com o receptor é capaz de desencadear a
resposta desta interleucina em células que expressam a glicoprtoteina gp130, levando
principalmente a ativac¢do da via de transdu¢do JAK/STAT, onde a janus quinase (JAK) é
fosforilada e assim ativa o transdutor de sinal e ativador de transcri¢do STAT-3 [75]. Desta
maneira, a IL-6 regula a expressio de moléculas de adesdo celular como molécula de
adesdo intercelular-1 (ICAM-1), molécula de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1), E-

selectina e P-selectina e citocinas que levam a migracdo de leucécitos para os tecidos [76-
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77]. Este recrutamento de leucdcitos, principalmente mondcitos, macréfagos e células T na
parede vascular sdo caracteristicas da inflamacdo vascular, sendo detectada por aumento de
IL-6. Em adi¢do, a producao de IL-6 induz a expressdao de PCR e angiotensin6genio pelos
hepatdcitos, que sao relacionados ao risco cardiovascular [78].

A expressdo de IL-6 também € regulada através do SRAA, como demonstrado em
estudo clinico que através a infusdo de aldosterona, a concentracdo de IL-6 aumentou,
enquanto os niveis de IL-1p, IL-10 e TNF-a ndo se alteraram. Neste mesmo estudo, foi
demonstrado que a IL-6 plasmdtica também aumentou com a infusdo de Ang II, porém com
a administracdo de antagonista de receptor mineralocorticoide (espironolactona), ndo houve
alterac@o nos niveis dessa citocina, corroborando a relacdio do SRAA com a producio de
IL-6 [79].

Em estudos observacionais, os niveis de IL-6 foram positivamente correlacionados
com os niveis de PA em individuos sauddveis [68] e associados a VOP em pacientes
hipertensos [20]. Também foi demonstrado que niveis plasméaticos de IL-6 estdo associados
com o aumento da prevaléncia de hipertensdo [22]. Por outro lado, ndo ha estudos na
literatura na HAR.

1.3.2 Fator de Necrose Tumoral-o (TNF-a)

O Fator-alfa de Necrose Tumoral (TNF-a) foi o primeiro membro identificado de
uma grande familia de citocinas, sabidamente envolvidas em processos inflamatdrios. E
produzido principalmente por mondcitos e, assim como a IL-1p, ativa a via classica do NF-
kB.

De maneira simplificada, para iniciar a sinalizacdo celular, o TNF-a se liga a um

receptor especifico na superficie celular, chamado receptor 1 de TNF (TNFR1), que induz o

-29-



INTRODUCAO

recrutamento de sinalizadores citoplasmdticos e ativam um complexo quinase de
multissubunidades, o inibidor de quinase kappa B (IKK), que é composto de 2 subunidades
cataliticas (IKK-a e ) e uma subunidade regulatéria (IKK-y). O IKK ativado fosforila o
dominio regulatério N-terminal do complexo IkBa- NF-kB, isto permite a protedlise do
IkBa. Deste modo, o NF-kB ¢ liberado e translocado para o nucleo, ativando a transcri¢ao
de proteinas, como citocinas e moléculas de adesao (Figura 2) [80].

O TNF-a tem sido amplamente estudado na hipertensdo. Por exemplo, estudo
demonstrou que o tratamento com o antagonista do TNF-oa etanercept preveniu a
hipertensao induzida por Ang II em camundongos [81]. Estudo recente de nosso laboratério
demonstrou que a neutralizacdo do TNF-a com o anticorpo monoclonal Infliximab previniu
o aumento da PAS e da HVE em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) [82]. Apoiando
o papel desta citocina inflamatéria na hipertensdo, animais knockout para TNF-a
apresentaram HVE e PA atenuadas apds infusdo de Ang II [83].

Portanto, o aumento da producdo de TNF-a pode estar envolvido também nas
LOA. Outra evidéncia na literatura demonstrou que em roedores com idade avancada
houve acimulo desta citocina nas artérias cardtida, aorta e corondrias, sugerindo que os
niveis elevados de TNF-a podem contribuir para disfun¢do endotelial [84-85].

As concentragdes plasmdticas de IL-6 e TNF- a foram correlacionadas com a
rigidez arterial em pacientes hipertensos [20], sendo assim potencial alvo de estudo para
HAR.

1.3.3 Interleucina-1p (IL-1pB)
A IL-1PB € uma citocina pro-inflamatéria produzida e secretada por linfécitos T,

celilas dendriticas, endoteliais e epiteliais, embora a maioria dos estudos t€ém focado na
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producio por células imunes como mondcitos e macréfagos. E produzida inicialmente
como um precursor, o pro-IL-1p, que € clivado em IL-1p pela protease caspase-1[86].

Estudo mostrou que a expressdo e liberacdo de IL-1B em ratos SHR estd aumentada
devido a ativagdo de mondcitos e células endoteliais [87]. Também, os niveis plasméticos
de IL-1pB, assim como de IL-6 foram maiores em animais hipertensos quando comparados
aos controles. Apds o tratamento com anti-hipertensivos (candesartan ou a combinacio de
hidralazina, hidroclorotiazida e reserpina) houve a reducdo de ambas as concentragdes
destas citocinas. Porém, o grupo tratado com candesartan apresentou menores niveis de IL-
1B e IL-6, sugerindo a participacdo da Ang II, através do receptor 1 de angiotensina II
(AT1) na producgio destas citocinas [88].

Assim, o principal mecanismo relacionando o aumento da produgdo de IL-1p na
hipertensdo € através da Ang II, que por sua afinidade ao receptor AT1, induz o complexo
oligomérico “CBM?”, que ativa a IKK e ocorre a translocacao do NF-kB [80], que modula a
expressdao de moléculas de adesdo e quimiocinas, as quais levam ao acimulo de células
inflamatorias nos tecidos (Figura 2) [80]. Em contrapartida, a IL-1p, juntamente com a Ang

IT também pode ativar o NF-kB, contribuindo para este processo [89].
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Figura 2. Via de ativagao classica do NF-kB (Modificado de Brasier AR) [80]. Ativacdo do
receptor 1 de TNF (TNFR1) via IKK. A IKK ativada é responsavel pela protedlise do 1kBa,

liberando o NF-kB e ocorrendo sua translocac@o para o nicleo. Em contraste, a Ang 11, via receptor

AT1, ativa o complexo CBM que induz a IKK.

Além disso, a infusdo de IL-1f induziu respostas vasopressoras com aumento de PA
em ratos [90], evidenciando o papel desta citocina no desenvolvimento de hipertensao.

A investigacdo da IL-1p em humanos possui resultados controversos. Alguns
estudos demonstraram que pacientes com HAS possuem maiores niveis de IL-1p [91-92],
inclusive, estudo longitudinal com seguimento de 6,5 anos encontrou que as concentracoes
de IL-1P estdo associadas as mudancas na PA e ocorréncia de HAS [21]. J4 outro trabalho
na literatura ndo encontrou diferenca nas concentracdes de IL-1B quando comparados
individuos hipertensos com sauddveis [93]. Portanto, o potencial papel da IL-1B na
hipertensdo e principalmente na HAR, assim como sua relacdo com a rigidez arterial ainda

nio foi estabelecido.
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1.3.4 Interleucina-10 (IL-10)

Por fim, a IL-10 € uma citocina anti-inflamatéria sintetizada primordialmente por
linfécitos T regulatérios, através de estimulos exdgenos ou enddgenos [94].

Esta interleucina suprime a atividade de células imunes como macréfagos e
mondcitos por inibir a¢cdes como a liberacdo de citocinas, apresentacdo de antigenos e
fagocitose [94]. Supde-se que a acdo da IL-10 ocorra através da via de Janus quinases
(JAK) e fatores de transcricio STAT. E descrito que primeiramente a IL-10 se liga ao seu
receptor IL-10R1 e essa ligacdo leva a uma mudanca na conformacdo desta citocina,
criando um sitio de ligacdo para outro receptor, o IL-10R2. Os receptores da IL-10 (IL-
10R) sdo fosforilados pelas JAKs, permitindo a ligacdo de mdleculas STAT, que também
sdo fosforiladas, migram para o ndcleo e promovem a transcricio dos seus genes
correspondentes (Figura 3). O supressor 3 de sinalizacdo de citocinas (SOCS3) é um dos
genes cuja expressao € induzida pela IL-10 [95-96].

Ainda ndo se sabe ao certo se a ativagdo do STAT leva aos efeitos inibitérios da IL-
10, pois citocinas pré-inflamatdrias ativam essa mesma via. Porém, estudos tém descrito
que possivelmente a IL.-10 induziria a transcri¢ao de fatores que reduziriam a transcri¢ao de

genes pelo NF-kB [97-98].
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i

IL-10R1

IL-10R2

Figura 3. Interacdo da IL-10 com seus receptores (IL-10R). Adaptado de Sabat. R. et al
[94]. A ligacdo da IL-10 com o sitio de ligacdo no receptor IL-10R1 aparentemente leva a
mudancas na conformacgdo desta citocina, criando um sitio de ligacdo para o receptor IL-10R2. A
aproximacgdo desses 2 receptores ativa a Janus quinase (JAK) que estd associada ao IL-10R1. Apds
a fosforilagdo do receptor IL-10R1, moléculas STAT3 se ligam e sdo fosforiladas pela Jak,
migrando para o nicleo e induzindo a transcri¢do de genes.

Ha evidéncias que a IL-10 exerce protecao vascular, como foi demonstrado em ratos
deficientes de IL-10 que na auséncia desta citocina, o tratamento com Ang II promoveu
alterac@o na fun¢do vascular, demonstrado através da piora no relaxamento da carétida em
resposta a acetilcolina. Também foi avaliada a quantidade de EROs ap0s a infusdo de Ang
IL, sendo que os animais deficientes de IL-10 apresentaram o dobro de aumento de EROs
quando comparados aos animais controles. Esses resultados sugerem que a IL-10 exerca
efeitos protetores através da inibi¢do de estresse oxidativo causado pela Ang II [23].

A IL-10 inibe a liberagdo de mediadores inflamatorios realizada por macréfagos e

mondcitos, e assim impede a secre¢do de 1L-6, TNF- a e IL-1B [24-25]. Em adic¢do, essa
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citocina aumenta a liberacdo de mediadores anti- inflamatérios como receptor antagonista
de IL-1 e receptores soliveis de TNF- a [99].

Embora seja reconhecida a possivel influéncia dessa citocina na HAS, o assunto tem
sido escassamente estudado. Tem sido proposto que a IL-10 possa agir como resposta do
sistema imune na tentativa de controlar a inflamagdo causada pela Ang II. A explicacdo
dessa hipétese ocorreu através da observacdo que os niveis de IL-10 aumentavam com a
infusdo de Ang II. Porém, apés transferéncia de Linfécitos T regulatérios (Treg) houve a
normalizacdo dos niveis plasmaéticos de citocinas inflamatdrias (entre elas IL-6 e TNF-a), e
também de IL-10, bem como a supressdo da infiltracdo de macréfagos e linfocitos. Esses
eventos foram interpretados como um resultado da modulacdo das citocinas pro-
inflamatérias pelo aumento da agdo anti-inflamatéria da IL-10 [100], ao passo que a
producdo de IL-10 por Treg ja foi estabelecido [94, 101].

Estudo recente mostrou que os niveis de IL-10 eram maiores em pacientes com apneia
obstrutiva do sono e hipertensos do que naqueles sem hipertensao [102].

Ha estudos na literatura sugerindo a relacdo desses biomarcadores inflamatérios na
LOA e na hipertensdo, porém ainda nao foi estabelecida a relagdo dessas citocinas com os
diferentes graus de hipertensao (leve a moderada e resistente), nem o impacto da associagao

dessas citocinas na rigidez arterial.
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2. OBJETIVOS

1- Determinar os niveis circulantes dos marcadores inflamatérios IL-6, TNF-a, IL-18, IL-
10 e PCR-US em hipertensos de graus leve e moderado e em hipertensos resistentes.
2- Avaliar a rigidez vascular nos diferentes grupos de hipertensos.

3- Verificar se ha correlacdo entre os niveis plasmaticos desses biomarcadores com a

rigidez vascular.
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3. CONCLUSOES

Os biomarcadores inflamatérios podem estar relacionados com o grau de hipertensao
e VOP, podendo a IL-1P predizer a rigidez vascular. Ainda, os marcadores inflamatdrios
elevados em HAR, apesar do uso de multiplos anti-hipertensivos, indicam que o processo

inflamatério ¢ um importante fator envolvido na fisiopatologia da doenga e no risco

cardiovascular.
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ABSTRACT

Background: Inflammation is associated with hypertension and target organ damage
(TOD). Increased levels of inflammatory biomarkers such as interleukin-6 (IL-6), 10 (IL-
10), 1B (IL-1B), tumor necrosis factor-a (TNF-a) and -high sensitive C protein (hs-CRP)
have been described to be involved with arterial stiffness in cardiovascular diseases.
Indeed, resistant hypertension (RHTN) leads to unfavorable prognosis attributed to
poor blood pressure (BP) control and TOD. However, the potential impact of
inflammatory biomarkers on arterial stiffness in RHTN has not been demonstrated yet.
Methods: In a cross-sectional study, 32 RHTN, 20 mild to moderate hypertensive
patients (HTN) and 20 normotensive (NT) subjects were subjected to office BP and
arterial stiffness measurements assessed by pulse wave velocity (PWV). IL-10, IL-6,
IL-1B, TNF-a and hs-CRP were measured in plasma samples. Kruskal-Wallis test
compared levels of IL-6 and TNF- a as well as values of PWV, whereas Chi-square test
was used to evaluate IL-10 (<1.0 and >1.0pg/mL) and IL-1 plasma levels (<0.012 and
>0.012 pg/mL). Multiple linear regression analysis tested the association of
inflammatory biomarkers (IL-10, TNF-a, IL-18 and hs-CRP) with PWV. Results: No
differences were observed between the groups with respect to age, gender and BMI.
PWV was increased in RHTN (10.5 £ 2.2m/s) compared with HTN (8.7t2.1m/s) and NT
(7.2+ 1.0m/s) (p<0.05). TNF-a levels (mean; (95% CI)) were significantly higher in
RHTN (3.3 (2.19 - 4.42pg/mL)) and HTN: (3.09(2.61-3.56)) than NT (NT: 1.94(1.48 —
2.39)) (p<0.05). No differences were observed regarding IL-6. RHTN had higher
frequency of subjects with increased levels of IL-10 (78% of IL-10 >1.0 pg/mL)
compared with HTN (50%) and NT (20%). Hundred percent of RHTN subjects had
increased levels of IL-1B compared to HTN (45%) and NT (25%). Finally, IL-1B was
independently associated to PWV (p<0.001; R?= 0.49; B=0.079). Conclusion:

RHTN subjects presented increased levels of inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1B
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and IL-10) as well as arterial stiffness and IL-1B levels may predict arterial stiffness.
These findings suggest that inflammation plays an important role in pathophysiology of

resistant hypertension.

Keywords: Resistant hypertension, inflammatory cytokines, arterial stiffness, pulse

wave velocity.

-44 -



CAPITULO I

INTRODUCTION

Resistant hypertension (RHTN) is defined as blood pressure (BP) that remains
above goals despite of the concurrent use of 3 antihypertensive agents of different
classes, including a diuretic, at optimal dose amounts. Also, patients whose blood
pressure are controlled but require 4 or more medications are considered resistant [1].
Increased BP leads to organ damage via hemodynamic load, and presumably, RHTN
patients have unfavorable prognosis attributed to extended time of poor BP control and
other associated cardiovascular risk factors [2-3].

Risk stratification in patients with arterial hypertension depends not only on BP
levels but also on additional cardiovascular risk factors as well as identification of target
organ damage (TOD) [4]. Arterial stiffness is a strong and independent predictor of all-
cause and cardiovascular mortality in hypertensive patients [5]. The relationship
between high blood pressure levels and arterial stiffness may be explained, at least in
part, by inflammatory pathways [6]. In addition, it has been demonstrated that higher
BP stimulates an inflammatory response through mechanical and hormonal stimuli [7].

Inflammatory biomarkers such as interleukin 6 (IL-6), interleukin 1B (IL-13) and
tumor necrosis factor alpha (TNF-a) have been associated with hypertension and TOD
[6, 8-9]. Furthermore, levels of IL-6, TNF-a and high-sensitivity C-reactive protein (hs-
CRP) were positively correlated with pulse wave velocity (PWV) in hypertensive
subjects [6]. Moreover, hs-CRP levels were associated with left ventricular hypertrophy
in RHTN [10]. On the other hand, IL-10, an anti-inflammatory cytokine [11] blunted
vascular inflammation induced by angiotensin Il in mice [12]. Taken together, these
findings pointed out the role of these inflammatory markers on pathophysiology of
hypertension.

A potential strategy for reducing TOD in hypertension may be the modulation of

inflammatory cytokines. In fact, some studies have demonstrated anti-hypertensive
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drugs such as angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitor, angiotensin receptor
blockers (ARBs) and mineralocorticoid receptor (MR) antagonist could exert beneficial
cardiovascular effects due to anti-inflammatory effects [13-16].

This study compared levels of inflammatory biomarkers (IL-6, IL-10, TNF- a and
IL-1B) and arterial stiffness between RHTN and mild to moderate hypertension subjects
(HTN). Also, we investigated the potential impact of inflammatory cytokines (IL-6, TNF-
a and IL-1B) on arterial stiffness.

METHODS

Patient population

A cross-sectional study was performed in the Outpatient Resistant Hypertension
Clinic at the University of Campinas Hospital. Thirty- two patients classified as RHTN
and 20 mild to moderate (stages | and Il) hypertension (HTN) were recruited. In
addition, 20 normotensive volunteers matched for age, gender and BMI were enrolled
as control group. 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 (identifiable and removable causes of hypertension, including Conn’s or
Cushing’s syndrome, renal artery stenosis, pheochromocytoma, coarctation of the
aorta), liver and renal disease, heart failure (gjection fraction < 50%), stroke, peripheral
vascular disease, smokers, obesity (BMI =30 kg/m?), preghancy or oral contraceptive
use, history or clinical evidence of recent infection and use anti-inflammatory drugs.

Hypertensive patients were evaluated for adherence to treatment [17] and

underwent antihypertensive therapy optimization. Also, non-pharmacologic therapies
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were optimized, including salt and caloric restriction. All patients were followed and
treated for a period of at least 6 months with regular scheduled appointments before
characterized as resistant to treatment. The patients gave the written informed consent
form before enrolling in the study approved by Research Ethics Committee at the
Faculty of Medical Sciences, University of Campinas, Sdo Paulo, Brazil (approval no.
222/2011) 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-207XL, OMRON Healthcare Inc.,
Bannockburn, IL, USA.). These measurements were assessed according to the AHA
Scientific Statement [1].

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.

Laboratory assessments

Blood samples were collected at 8:00 hour after overnight fasting. The plasma
levels of cytokines IL-1B, IL-6, IL-10 and TNF-a were determined by ELISA (R&D
Systems, Inc., Minneapolis, USA) according to manufacturer’s instructions. In addition,
serum cholesterol, LDL, HDL, triglycerides, glucose, aldosterone, creatinine were

measured.

-47 -



CAPITULO I

PWV measurement

PWYV is the “gold standard” method to evaluate arterial stiffness. This method
requires little technical expertise and PWV has been employed as a marker of vascular
damage in patients with cardiovascular risk factors. 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
[19]. A logarithmic transformation for PWV values was used to achieve normal

distribution.

Statistical analysis

Continuous variables were expressed as means, standard deviations (SD) and
95 percent confidence intervals (95% CI). Kruskal-Wallis test was used to compare 3
groups with pos-hoc analysis done by Dunn’s multiple comparison test. Mann —Whitney
test was used to compare 2 groups. IL-1B and IL-10 were categorized according to
minimum detectable concentration, thus being <0.012pg/mL or >0.012pg/mL and
<1.0pg/mL or >1.0pg/mL respectively. Categorical data were presented in percentages
and compared by Chi-square test. The impact of inflammatory biomarkers (IL-10, TNF-
a, IL-1B and hs-CRP) on the PWV was assessed through multiple linear regression
analysis adjusted for age and office SBP. The level of significance (a) accepted was

less than 0.05.
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RESULTS

General patient characteristics are shown in table 1. No statistical differences
were observed among the groups regarding age, gender and body mass index (BMI).
As expected, highest office SBP and pulse pressure (PP) were found in RHTN
compared with HTN and NT subjects, but not in DBP measurements (table 1). In
addition, systolic ABPM was higher in RHTN subjects compared with HTN patients.
Biochemical parameters showed no differences among the 3 groups, except for
glucose levels and hs-CRP, which were higher in both hypertensive groups compared
to control (table 2).

RHTN patients were taking a mean of 4.3 + 0.9 anti-hypertensive drugs while
HTN subjects 2.3 £ 0.6 (p<0.001). The drugs distribution in percentage in RHTN group
was 100% diuretics, 34% spironolactone, 44% angiotensin converting enzyme
inhibitors (ACE inhibitors), 44% angiotensin Il receptor blockers (ARBs), 84% calcium
channel blocker (CCB), 84% pB-blockers, 31% central nervous system acting
antihypertensive drugs and 13% others. HTN subjects received 80% diuretics, 5%
spironolactone, 40% ACE inhibitors, 30% ARBs, 30% CCB and 45% B-blockers. The
frequency of statins use in RHTN and HTN groups were 34% and 35%, respectively
(p>0.05).

We found a higher proportion of subjects in RHTN group with elevated IL-10
levels (> 1.0 pg/mL) compared with HTN and NT (78% vs. 50% and 20%) groups.
Similarly, RHTN showed higher frequency of IL-1 levels >0.012 pg/mL compared with
HTN and NT (100% vs. 45% and 25%, respectively) (Figure 1). Mean TNF-a levels
were significantly higher in RHTN and HTN subjects (3.3 and 3.1 pg/mL, respectively)
compared to NT individuals (1.94 pg/mL) (figure 2). However, no differences were

observed between the groups with respect IL-6 levels (figure 2).
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PWV was higher in RHTN (10.5 £ 2.2 m/s) compared to HTN (8.7+ 2.1 m/s)
patients and both groups had higher values compared to NT individuals (7.2 £ 1.0 m/s)
(figure 3). Multiple logistic regression analysis revealed that IL-1B, but not IL-10, TNF-a

and hs-CRP, is predictor of PWV in all groups (p<0.001; R?= 0.49; B=0.079) (table

3).
DISCUSSION

To the best of our knowledge, this is the first study to evaluate the relationship
between circulating levels of inflammatory cytokines on arterial stiffness in RHTN
patients. We showed higher arterial stiffness (determined by PWV) in the RHTN group
compared to HTN and NT groups, and IL-1B levels were independently associated with
arterial stiffness. Also, our findings pointed out that IL-1p and IL-10 levels were higher
in RHTN compared with mild to moderate HTN patients and NT subjects, despite of the
use of multiple anti-hypertensive drugs in the former group. TNF-a levels were higher in
both hypertensive groups compared with NT, but no differences were found between
RHTN and HTN patients.

Arterial stiffness is a recognized risk factor for heart disease that can precede
and thus contribute to hypertension. It occurs as consequences of structural changes in
connective tissue proteins within vascular wall [20]. PWV is the “gold standard” method
to evaluate arterial stiffness and strong evidences have demonstrated its predictive
value for cardiovascular outcomes [19]. Our research group previously demonstrated a
close relationship between high BP levels, increased PWV and endothelial dysfunction
in RHTN patients when compared to well-controlled hypertensive patients [21]. This
association suggests a possible role of arterial stiffness in the pathogenesis of RHTN.
Previous studies highlighted that arterial stiffness and RHTN share some associated
conditions such as obesity, aging, diabetes, chronic renal disease as well as isolated

systolic hypertension [22-23]. We found that despite general characteristics were
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similar among the three studied groups, RHTN subjects have increased arterial
stiffness, suggesting other mechanisms may be associated with arterial stiffness in
RHTN patients. These findings strengthen the importance to investigate other factors
that can be involved in arterial stiffness in RHTN patients such as vascular
inflammation.

Inflammatory responses contribute in both structural and functional changes in
the arterial wall, and have been emerged as a potential determinant of arterial stiffness
[6-7, 24-25]. In fact, a positive correlation between IL-6, TNF-a and hs-CRP with PWV
in HTN has already demonstrated in essential hypertension [6]. Also, hs-CRP, which is
used in clinical practice for risk stratification in cardiovascular diseases [26] was
associated with target organ damage in RHTN subjects [10, 27]. Evidences showed
that lowering inflammation, demonstrated through hs-CRP levels may decrease
vascular events rates [28]. However, this is the first study to investigate the relationship
between inflammatory cytokines and arterial stiffness in RHTN patients. Our study
demonstrated that hypertensive subjects (RHTN and HTN groups) had higher hs-CRP
and RHTN subjects also had increased levels of the cytokines IL-10, IL-1B and TNF-a.
In addition we found that IL-1B is independently associated with arterial stiffness.

The link between inflammatory cytokines and hypertension has been showed in
animal models and in human studies [9, 29-30]. Previous studies reported that TNF-a
plasma levels are associated with elevated BP in apparently healthy subjects [8, 31]. In
fact, hypertensive subjects had higher levels of TNF-a compared to normotensive
volunteers. Supporting the role of this inflammatory cytokine in hypertension, TNF-a
knockout mice presented cardiac hypertrophy and BP markedly attenuated after Ang |l
infusion [29]. In accordance with these observations, we previously demonstrated that
neutralization of circulating TNF-o reduces blood pressure in Spontaneously

Hypertensive Rats [32]. The renin-angiotensin aldosterone system (RAAS) plays an
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important role in regulation of vascular tone. It is well known that Ang Il is one of the
major mediators of vascular remodeling in hypertension, and has pro-inflammatory
properties by inducing the production of cytokines, including TNF-a, IL-6 and IL-13 [15,
33] We found that RHTN group had significantly higher number of subjects with
elevated IL-1pB levels compared with HTN and NT groups. Similarly, a longitudinal study
found that higher levels of IL-1B and interleukin 1 receptor antagonist (IL1-ra) are
associated with increases in systolic BP and the development of hypertension in
normotensive subjects [9]. It was previously demonstrated that the infusion of IL-13 in
rats induced vasopressor responses leading to BP elevation [30]. In our study, the
independent association of IL-1p and PWV even after adjust for age and SBP, reflects
the importance of this inflammatory marker in arterial stiffness development. In
addition, large prospective long-term study demonstrated that IL-1ra levels are strong
predictors of aortic stiffness [34]. Further supporting the cause-and-effect relationship
between inflammatory pathways in artery stiffness process, an experimental study
demonstrated that acute systemic inflammation increases arterial stiffness in healthy
individuals [35]. Taken together, these findings provide evidence that pro-inflammation
may precede or even contribute to BP elevation and arterial stiffness.

Furthermore, another component of RASS, aldosterone, causes vascular injury
through inducing oxidative stress and inflammation by activate mineralocorticoid
receptor (MR) [36]. Evidence in humans showed that Ang Il or aldosterone infusion
increases plasma IL-6 concentrations and that blockade of MR attenuates IL-6 raises
during Ang Il infusion [15]. We found no difference in IL-6 levels among groups and it
might be explained by interference due to the higher proportion of the RHTN patients
were using spironolactone, a mineralocorticoid receptor antagonist. Also, an imbalance
among IL-6, TNF-a and IL-1B levels is bioclogically plausible. Increases in IL-6 levels,
after an induced systemic inflammatory response in healthy volunteers, were followed

by unchanged levels of IL-1B and TNF-a [37] Indeed, it has been suggested that IL-6

-52-



CAPITULO I

may mediate the synthesis and release of IL-1 and TNF antagonists, counter-regulating
TNF-a and IL-1 levels [38].

On the other hand, RHTN patients showed highest levels of an anti-
inflammatory cytokine, IL-10, followed by HTN and NT subjects. The anti-inflammatory
properties of IL-10 have been proposed as a systemic immune response to counteract
Ang ll-induced inflammation [12]. This is supported by the observation that IL-10 levels
increase with the infusion of Ang Il. Also, Ang ll-induced hypertension was prevented
and IL-10 levels were normalized after adoptive transfer of T regulatory cells in mice
lacking T cells [12]. However it was demonstrated that, Ang Il infusion leads to
endothelial dysfunction in IL10 knockout animals, but not in controls [39]. An inverse
association of IL-10 with diastolic blood pressure, endothelial dysfunction was reported
in obese hypertensive subjects [40]. Our findings can be interpreted as a counter-
regulation mechanism in response to the vascular inflammation in RHTN patients.

Antihypertensive agents, including angiotensin ACE inhibitors and ARBs
antagonist or their combination with statins could exert beneficial anti-inflammatory
effects [13-14, 16]. Nevertheless, in the present study, RHTN subjects, even taking
several anti-hypertensive drugs, had higher levels of IL-1B and IL-10 compared to HTN,
suggesting that the increased level of inflammation was not been counteracted by
medications, which may be contribute to the increased cardiovascular risk in RHTN
patients. In addition, our findings showed no differences between the RHTN and HTN
groups with respect to TNF-a levels, but both groups had higher TNF-a levels
compared to apparently healthy volunteers. Qur findings suggest that these
inflammatory biomarkers may be related to the degree of hypertension.

The disruption in inflammatory cytokines levels might be related to target organ
damage and cardiovascular risk in resistant hypertensive patients and may be a
possible therapeutic target to this condition. The importance of identifying those at risk

for cardiovascular disease in order to prevent new events is emerging.
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The limitations of the present study are the small number of patients enrolled
and the lack of standard in the use of anti-hypertensive drugs, due to individualized
care. Indeed, we cannot exclude the interference of drugs taken by the patients in
inflammatory cytokines analyzed. However, the withdrawn of such medications is not
feasible due to ethical concerns. Despite this limitation, RHTN patients, even on
multiple antihypertensive agents, had elevated cytokine levels and higher arterial
stiffness.

In summary, our study demonstrates that RHTN patients, despite of multiple
anti-hypertensive therapy have increased cytokines levels compared with mild to
moderate HTN and NT subjects. In addition, higher levels of IL-1B are associated with
increased arterial stiffness and may contribute to increased cardiovascular risk. The
findings of this current study need to be confirmed in prospective clinical studies using

larger RHTN population.

-54-



CAPITULO I

References

1. Calhoun, D.A., D. Jones, S. Textor, D.C. Goff, T.P. Murphy, R.D. Toto, A. White, W.C.
Cushman, W. White, D. Sica, K. Ferdinand, T.D. Giles, B. Falkner, and R.M. Carey,
Resistant hypertension: diagnosis, evaluation, and treatment. A scientific statement
from the American Heart Association Professional Education Committee of the Council
for High Blood Pressure Research. Hypertension, 2008. 51(6): p. 1403-19.

2. Martins, L.C., V.N. Figueiredo, T. Quinaglia, L. Boer-Martins, J.C. Yugar-Toledo, J.F.
Martin, C. Demacq, E. Pimenta, D.A. Calhoun, and H. Mareno, Ir., Characteristics of
resistant hypertension: ageing, body mass index, hyperaldosteronism, cardiac
hypertrophy and vascular stiffness. ] Hum Hypertens, 2011. 25(9): p. 532-8.

3. Acelajado, M.C., R. Pisoni, T. Dudenbostel, L.J. Dell'ltalia, F. Cartmill, B. Zhang, S.S.
Cofield, S. Oparil, and D.A. Calhoun, Refractory hypertension: definition, prevalence,
and patient characteristics. J Clin Hypertens (Greenwich), 2012. 14(1): p. 7-12.

4, Mancia, G., S. Laurent, E. Agabiti-Rosei, E. Ambrosioni, M. Burnier, M.J. Caulfield, R.
Cifkova, D. Clement, A. Coca, A. Dominiczak, S. Erdine, R. Fagard, C. Farsang, G. Grassi,
H. Haller, A. Heagerty, S.E. Kjeldsen, W. Kiowski, 1.M. Mallion, A. Manolis, K.
Narkiewicz, P. Nilsson, M.H. Olsen, K.H. Rahn, J. Redon, J. Rodicio, L. Ruilope, R.E.
Schmieder, H.A. Struijker-Boudier, P.A. van Zwieten, M. Viigimaa, and A. Zanchetti,
Reappraisal of European guidelines on hypertension management: a European Society
of Hypertension Task Force document. ) Hypertens, 2009. 27(11): p. 2121-58.

5. Laurent, S., P. Boutouyrie, R. Asmar, |. Gautier, B. Laloux, L. Guize, P. Ducimetiere, and
A. Benetos, Aortic stiffness is an independent predictor of all-cause and cardiovascular
mortality in hypertensive patients. Hypertension, 2001. 37(5): p. 1236-41.

6. Mahmud, A. and J. Feely, Arterial stiffness is related to systemic inflammation in
essential hypertension. Hypertension, 2005. 46(5): p. 1118-22.
7. Chappell, D.C., S.E. Varner, R.M. Nerem, R.M. Medford, and R.W. Alexander,

Oscillatory shear stress stimulates adhesion molecule expression in cultured human
endothelium. Circ Res, 1998. 82(5): p. 532-9.

8. Bautista, L.E., LLM. Vera, I.A. Arenas, and G. Gamarra, Independent association
between inflammatory markers (C-reactive protein, interleukin-6, and TNF-alpha) and
essential hypertension. ) Hum Hypertens, 2005. 19(2): p. 149-54.

9. Mauno, V., K. Hannu, and K. Esko, Proinflammation and hypertension: a population-
based study. Mediators Inflamm, 2008. 2008: p. 619704.

10. Salles, G.F., R. Fiszman, C.R. Cardoso, and E.S. Muxfeldt, Relation of left ventricular
hypertrophy with systemic inflammation and endothelial damage in resistant
hypertension. Hypertension, 2007. 50(4): p. 723-8.

11. Leon, L.R., W. Kozak, and M.J. Kluger, Role of IL-10 in inflammation. Studies using
cytokine knockout mice. Ann N Y Acad Sci, 1998. 856: p. 69-75.

12. Barhoumi, T., D.A. Kasal, M.W. Li, L. Shbat, P. Laurant, M.F. Neves, P. Paradis, and E.L.
Schiffrin, T regulatory lymphocytes prevent angiotensin ll-induced hypertension and
vascular injury. Hypertension, 2011. 57(3): p. 469-76.

13. Brili, S., D. Tousoulis, C. Antoniades, C. Vasiliadou, M. Karali, N. Papageorgiou, N.
loakeimidis, K. Marinou, E. Stefanadi, and C. Stefanadis, Effects of ramipril on
endothelial function and the expression of proinflammatory cytokines and adhesion
molecules in young normotensive subjects with successfully repaired coarctation of
aorta: a randomized cross-over study. ] Am Coll Cardiol, 2008. 51(7): p. 742-9.

14. Tousoulis, D., P. Kourtellaris, C. Antoniades, C. Vasiliadou, N. Papageorgiou, C.
Tentolouris, G. Siasos, E. Stefanadi, and C. Stefanadis, Effects of irbesartan and

-55-



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

CAPITULO I

perindopril on forearm reactive hyperemia and inflammatory process, in normotensive
patients with coronary artery disease. Int J Cardiol, 2008. 124(1): p. 127-9.

Luther, J.M., L.V. Gainer, L.J. Murphey, C. Yu, D.E. Vaughan, J.D. Morrow, and N.J.
Brown, Angiotensin Il induces interleukin-6 in humans through a mineralocorticoid
receptor-dependent mechanism. Hypertension, 2006. 48(6): p. 1050-7.

Takagi, H., Y. Mizuno, H. Yamamoto, S.N. Goto, and T. Umemoto, Effects of telmisartan
therapy on interleukin-6 and tumor necrosis factor-alpha levels: a meta-analysis of
randomized controlled trials. Hypertens Res, 2012.

de Souza, W.A., J.C. Yugar-Toledo, G. Bergsten-Mendes, M. Sabha, and H. Moreno, Ir.,
Effect of pharmaceutical care on blood pressure control and health-related quality of
life in patients with resistant hypertension. Am J Health Syst Pharm, 2007. 64(18): p.
1955-61.

Groppelli, A., S. Omboni, G. Parati, and G. Mancia, Evaluation of noninvasive blood
pressure monitoring devices Spacelabs 90202 and 90207 versus resting and
ambulatory 24-hour intra-arterial blood pressure. Hypertension, 1992. 20(2): p. 227-
32.

Van Bortel, L.M., S. Laurent, P. Boutouyrie, P. Chowienczyk, J.K. Cruickshank, T. De
Backer, J. Filipovsky, S. Huybrechts, F.U. Mattace-Raso, A.D. Protogerou, G. Schillaci, P.
Segers, S. Vermeersch, and T. Weber, Expert consensus document on the measurement
of aortic stiffness in daily practice using carotid-femoral pulse wave velocity. )
Hypertens, 2012. 30(3): p. 445-8.

Duprez, D.A. and J.N. Cohn, Arterial stiffness as a risk factor for coronary
atherosclerosis. Curr Atheroscler Rep, 2007. 9(2): p. 139-44.

Figueiredo, V.N., J.C. Yugar-Toledo, L.C. Martins, L.B. Martins, A.P. de Faria, C. de Haro
Moraes, C. Sierra, A. Coca, and H. Mareno, Vascular stiffness and endothelial
dysfunction: Correlations at different levels of blood pressure. Blood Press, 2012. 21(1):
p.31-8.

Pabuccu, T., N. Baris, E. Ozpelit, B. Akdeniz, and S. Guneri, The relationship between
resistant hypertension and arterial stiffness. Clin Exp Hypertens, 2012. 34(1): p. 57-62.
Protogerou, A., J. Blacher, G.S. Stergiou, A. Achimastos, and M.E. Safar, Blood pressure
response under chronic antihypertensive drug therapy: the role of aortic stiffness in the
REASON (Preterax in Regression of Arterial Stiffness in a Controlled Double-Blind)
study. J Am Coll Cardiol, 2009. 53(5): p. 445-51.

Pietri, P., G. Vyssoulis, C. Vlachopoulos, A. Zervoudaki, T. Gialernios, K. Aznaouridis,
and C. Stefanadis, Relationship between low-grade inflammation and arterial stiffness
in patients with essential hypertension. ) Hypertens, 2006. 24(11): p. 2231-8.
Mattace-Raso, F.U., T.J. van der Cammen, .M. van der Meer, M.A. Schalekamp, R.
Asmar, A. Hofman, and J.C. Witteman, C-reactive protein and arterial stiffness in older
adults: the Rotterdam Study. Atherosclerosis, 2004. 176(1): p. 111-6.

Kaptoge, S., E. Di Angelantonio, L. Pennells, A.M. Wood, |.R. White, P. Gao, M. Walker,
A. Thompson, N. Sarwar, M. Caslake, A.S. Butterworth, P. Amouyel, G. Assmann, S.J.
Bakker, E.L. Barr, E. Barrett-Connor, E.J. Benjamin, C. Bjorkelund, H. Brenner, E.
Brunner, R. Clarke, J.A. Cooper, P. Cremer, M. Cushman, G.R. Dagenais, R.B.
D'Agostino, Sr., R. Dankner, G. Davey-Smith, D. Deeg, J.M. Dekker, G. Engstrom, A.R.
Folsom, F.G. Fowkes, J. Gallacher, J.M. Gaziano, S. Giampaoli, R.F. Gillum, A. Hofman,
B.V. Howard, E. Ingelsson, H. Iso, T. Jorgensen, S. Kiechl, A. Kitamura, Y. Kiyohara, W.
Koenig, D. Kromhout, L.H. Kuller, D.A. Lawlor, T.W. Meade, A. Nissinen, B.G.
Nordestgaard, A. Onat, D.B. Panagiotakos, B.M. Psaty, B. Rodriguez, A. Rosengren, V.
Salomaa, J. Kauhanen, J.T. Salonen, J.A. Shaffer, S. Shea, I. Ford, C.D. Stehouwer, T.E.
Strandberg, R.W. Tipping, A. Tosetto, S. Wassertheil-Smoller, P. Wennberg, R.G.

-56 -



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

CAPITULO I

Westendarp, P.H. Whincup, L. Wilhelmsen, M. Woodward, G.D. Lowe, N.J. Wareham,
K.T. Khaw, N. Sattar, C.J. Packard, V. Gudnason, P.M. Ridker, M.B. Pepys, S.G.
Thompson, and J. Danesh, C-reactive protein, fibrinogen, and cardiovascular disease
prediction. N Engl ] Med, 2012. 367(14): p. 1310-20.

Magen, E., J. Mishal, J. Paskin, Z. Glick, C. Yosefy, M. Kidon, and M. Schlesinger,
Resistant arterial hypertension is associated with higher blood levels of complement C3
and C-reactive protein. ) Clin Hypertens (Greenwich), 2008. 10(9): p. 677-83.

Ridker, P.M., E. Danielson, F.A. Fonseca, J. Genest, A.M. Gotto, Jr., J.J. Kastelein, W.
Koenig, P. Libby, AJ. Lorenzatti, J.G. MacFadyen, B.G. Nordestgaard, J. Shepherd, J.T.
Willerson, and R.J. Glynn, Rosuvastatin to prevent vascular events in men and women
with elevated C-reactive protein. N Engl J Med, 2008. 359(21): p. 2195-207.

Sriramula, S., M. Haque, D.S. Majid, and J. Francis, Involvement of tumor necrosis
factor-alpha in angiotensin Il-mediated effects on salt appetite, hypertension, and
cardiac hypertrophy. Hypertension, 2008. 51(5): p. 1345-51.

Takahashi, H., M. Nishimura, M. Sakamoto, I. Ikegaki, T. Nakanishi, and M. Yoshimura,
Effects of interleukin-1 beta on blood pressure, sympathetic nerve activity, and
pituitary endocrine functions in anesthetized rats. Am ) Hypertens, 1992. 5(4 Pt 1): p.
224-9.

Ito, H., A. Ohshima, M. Tsuzuki, N. Ohto, K. Takao, C. Hijii, M. Yanagawa, M.
Ogasawara, and K. Nishioka, Association of serum tumour necrosis factor-alpha with
serum low-density lipoprotein-cholesterol and blood pressure in apparently healthy
Japanese women. Clin Exp Pharmacol Physiol, 2001. 28(3): p. 188-92.

Filho, A.G., A. Kinote, D.J. Pereira, A. Renno, R.C. dos Santos, S.E. Ferreira-Melo, L.A.
Velloso, S. Bordin, G.F. Anhe, and H. Moreno Junior, Infliximab prevents increased
systolic blood pressure and uprequlates the AKT/eNOS pathway in the aorta of
spontaneously hypertensive rats. Eur J Pharmacol, 2013. 700(1-3): p. 201-9.

Rosa, A.C., L. Rattazzi, G. Miglio, M. Collino, and R. Fantozzi, Angiotensin Il induces
tumor necrosis factor-alpha expression and release from cultured human podocytes.
Inflamm Res, 2012. 61(4): p. 311-7.

Johansen, N.B., D. Vistisen, E.J. Brunner, A.G. Tabak, M.J. Shipley, 1.B. Wilkinson, C.M.
McEniery, M. Roden, C. Herder, M. Kivimaki, and D.R. Witte, Determinants of aortic
stiffness: 16-year follow-up of the Whitehall Il study. PLoS One, 2012. 7(5): p. e37165.
Vlachopoulos, C., I. Dima, K. Aznaouridis, C. Vasiliadou, N. loakeimidis, C. Aggeli, M.
Toutouza, and C. Stefanadis, Acute systemic inflammation increases arterial stiffness
and decreases wave reflections in healthy individuals. Circulation, 2005. 112(14): p.
2193-200.

Briet, M. and E.L. Schiffrin, Vascular Actions of Aldosterone. J Vasc Res, 2012. 50(2): p.
89-99.

Hingorani, A.D., J. Cross, R.K. Kharbanda, M.J. Mullen, K. Bhagat, M. Taylor, A.E.
Donald, M. Palacios, G.E. Griffin, 1.E. Deanfield, R.J. MacAllister, and P. Vallance, Acute
systemic inflammation impairs endothelium-dependent dilatation in humans.
Circulation, 2000. 102(9): p. 994-9.

Tilg, H., E. Trehu, M.B. Atkins, C.A. Dinarello, and 1.W. Mier, Interleukin-6 (IL-6) as an
anti-inflammatory cytokine: induction of circulating IL-1 receptor antagonist and
soluble tumor necrosis factor receptor p55. Blood, 1994. 83(1): p. 113-8.

Didion, S.P., D.A. Kinzenbaw, L.I. Schrader, Y. Chu, and F.M. Faraci, Endogenous
interleukin-10 inhibits angiotensin ll-induced vascular dysfunction. Hypertension, 2009.
54(3): p. 619-24.

-57-



CAPITULO I

40. Fonseca, H.A., F.A. Fonseca, A.M. Monteiro, H.T. Bianco, P. Boschcov, S.A. Brandao, L.
Juliano, M. Gidlund, and M.C. lzar, Obesity Modulates the Immune Response to
Oxidized LDL in Hypertensive Patients. Cell Biochem Biophys, 2013.

-58 -



CAPITULO I

Table 1: General characteristics of normotensive, mild to moderate hypertensive and
resistant hypertensive subjects.

RHTN HTN NT
p- value
(n=32) (n=20) (n=20)
Age (years) 574+128 B51+120 51.7+50 0.075
Gender(F/M) 19/13 13/7 911 0.413
BMI (kg/m?) 26.3+29 26.9+22 251423 0.103
Office SBP (mmHg) -
146 £ 16~ 1318 121+ 14 <0.001
Office DBP (mmHg)
86+ 14 807 78+8 0.198
Office PP (mmHg) .
61 £+13* 51+8 43+ 9 <0.001
ABPM SBP (mmHg) 131137 123 £ 1 - 0.014
ABPM DBP mmHg) 8112 I - 0.165
ABPM PP (mmHg) 51+10 47 +8 - 0.156
PWV (m/s) 105+22** 8.7+ 2.1* 7210 <0.001

Values are expressed as mean = standard deviation.

NT: normotensive subjects; HTN: mild to moderate hypertension; RHTN: resistant
hypertension; F: female; M: male; BMI: body mass index; SBP: systolic blood
pressure; DBP: diastolic blood pressure; PP: pulse pressure; PWV: pulse wave
velocity; ABPM: ambulatory BP measurement

*vs. NT; *vs. HTN
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Table 2: Biochemical parameters of normotensive, mild to moderate hypertensive and

resistant hypertensive subjects.

RHTN HTN NT p- value

(n=32) (n=20) (N=20)
Glucose (mg.dL™) 943+113* 950+105* 832%79 <0.001
Cholesterol (mg.dL™)  1948.503 20414363 20722372 0882
HDL-c (mg.dL™) 498+ 107 453136  46.8x10.0 0.359
LDL-c (mg.dL™) 123.9+30.1 125.1+283 1208+37.0 0725
Triglycerides (mg.dL™) 141.6+77.1 162.9+86.3 129.0+452 0437
Creatinine (mg.dL™) 1.1£03 09+0.3 0.9+0.1 0.102
Creatinine clearance
(ml per min per 832+409 898314 905:155 0.182
1.73m%)
Urine sodium
excretion (mEq/24hrs) 1995+ 79.7 183.9+589 197.5:37.8 0467
hs-CRP (mg/L) 358+426% 355:269* 142%22 <0.001
Aldosterone (ng/dL) 10.3+84 10092 6.6+20 0.911
PRA (ng.mL" per h) 81+85 164252+ 29+13 0.015
ARR (ng.dL™ per

27386 19£1.8 27+14 0.114

ng.mL" per h)

Values are expressed as mean * standard deviation.

NT: normotensive subjects ; HTN: mild to moderate hypertension; RHTN: resistant

hypertension; LDL and HDL: low- and high-density lipoproteins, respectively; hs-CRP:

high sensitivity; PRA: plasma renin activity; ARR: aldosterone—renin ratio.

*vs. NT; #vs. HTN
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Table 3: Multivariate linear regression analysis for the associations between

inflammatory biomarkers (IL-1B, IL-6, TNF-a and hs-CRP) and arterial stiffness of

normotensive, mild to moderate hypertensive and resistant hypertensive subjects.

B SE P-value

IL-1B 0.079 0.022 <0.001*
IL-10 0.012 0.020 0.554
TNF-a 0.002 0.004 0.640
hs-CRP 0.036 0.027 0.186

Age (years) 0.003 0.0008 <0.001*
Office SBP 0.001 0.0005 0.033*

R=0.7: R*= 0.49:; adjusted R? = 0.45; B: beta coefficient; SE: standard error; SBP: systolic blood

pressure, n=72.
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Figure 1. Frequency of patients according IL-1p and IL-10 levels in normotensive, mild
to moderate hypertensive and resistant hypertensive subjects. (NT. normotensive;
HTM: mild to moderate hypertension and RHTN: resistant hypertension.

i
5332

pg/mL
——

3 +

TMF- alpha IL-B

Figure 2: Comparison between THNF-a and IL-6 levels in normotensive, mild to
moderate hypertensive and resistant hypertensive subjects. (mean (95%Cl)

MT: normotensive; HTMN: mild to moderate hypertension and RHTN: resistant
hypertension).

p=005_ Fvs NT
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Figure 3: Arterial stiffness (PWV) in normotensive (NT), mild to moderate hypertensive
(HTMN) and resistant hypertensive subjects (RHTN}).
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