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RESUMO

Apesar do surgimento de novas terapias farmacoldgicas, a abordagem para tratar a
hipertensao arterial resistente (HAR) continua sendo um desafio. Nesse sentido, ferramentas
como a estimulacdo transcraniana por corrente continua (ETCC) surge como uma terapia
promisséria adjuvante. Respostas do sistema cardiopulmonar frente ao esfor¢o fisico
incremental fornecem informagdes valiosas de diagndstico e progndstico em pacientes com
doencas cardiopulmonares. Portanto, este estudo avaliou a variabilidade ventilatéria e
modulacdo autondmica durante um teste de exercicio cardiopulmonar em pacientes hipertensos
resistentes, bem como os efeitos de uma sessio de ETCC em parametros ventilatorios,
hemodinamicos e autondmicos durante o exercicio incremental. Idosos (697 anos; M (53%))
diagnosticados com HAR verdadeira (n = 13) foram aleatoriamente designados para participar
de sessoes de cruzamento SHAM e ETCC anodica (20 min) no cortex motor primario esquerdo
(1 semana de diferenca entre sessdes). O tipo de intervencao foi duplo cego (voluntario-
pesquisador). Apds estimulag@o cerebral (estimulador de corrente constante — DC Stimulator
Plus; NeuroConn), os voluntarios realizaram um teste de exercicio cardiopulmonar (protocolo
em rampa 7,5 a 15 Watts/min - ciclo ergdmetro), para avaliar a resposta ventilatoria e
cardiovascular (FC e PA) ao exercicio. No momento basal (antes da ETCC e SHAM) e apds o
exercicio foram medidas varidveis hemodindmicas periféricas (dispositivo digital de
fotopletismografia - Finometer, Software Beatscope), centrais (tonometria de aplanagdo —
Sphymocor) e autondmicas (analise espectral do sinal de PA pulso a pulso, no dominio do tempo
e da frequéncia - Transformada Rdpida de Fourrier). Os resultados deste estudo demonstraram
que uma sessao de ETCC melhorou o consumo de oxigénio pico, a efici€ncia e variabilidade
ventilatoria, atenuou o aumento da PA sistdlica maxima durante o exercicio, assim como
melhorou a frequéncia cardiaca de recuperacao, modulacdo autondmica cardiaca e periférica, e
parametros hemodinamicos centrais em compara¢do com intervencio SHAM em hipertensos
resistentes. Em conclusao, uma sessdo de ETCC por 20 minutos melhorou a resposta pressorica
e ventilatéria durante o esforco fisico em hipertensos resistentes, bem como potencializou a
reentrada vagal e atenuo o aumento da pressao arterial central, provavelmente pela melhora da

modulagdo autondmica observada em comparagdo a intervencdo SHAM.

Palavras-chave: Hipertensao arterial resistente; Modulagdo autonomica; Estimulacdo

Transcraniana por Corrente Continua; Teste de exercicio cardiopulmonar.



ABSTRACT

Despite the emergence of new pharmacological therapies, the approach to treating
resistant arterial hypertension (HAR) remains a challenge. In this sense, tools such as
transcranial direct current stimulation (tDCS) emerge as an adjuvant promising therapy.
Responses of the cardiopulmonary system to incremental physical exertion provide valuable
diagnostic and prognostic information in patients with cardiopulmonary diseases. Therefore,
this study evaluated ventilatory variability and autonomic modulation during a
cardiopulmonary exercise test in elderly resistant hypertensive patients, as well as the effects
of a tDCS session on ventilatory, hemodynamic and autonomic parameters during incremental
exercise. Elderly subjects (6947 years; W (53%)) diagnosed with true RHT (n= 13) were
randomly assigned to participate in SHAM crossover sessions and anodal tDCS (20 min) over
the left primary motor cortex (1 week difference between sessions). The type of intervention
was double blind (volunteer-researcher). After brain stimulation (constant current stimulator —
DC Stimulator Plus; NeuroConn), the volunteers performed a cardiopulmonary exercise test
(ramp protocol 7.5 to 15 Watts/min - ergometer cycle), to assess the ventilatory and
cardiovascular response (HR and BP) to exercise. At baseline (before tDCS and SHAM) and
after exercise, peripheral hemodynamic variables (digital photoplethysmography device -
Finometer, Beatscope Software), central hemodynamic variables (applanation tonometry -
Sphymocor) and autonomic variables (spectral analysis of the BP signal pulse by pulse, in the
time and frequency domain - Fast Fourrier Transform) were measured. The results of this study
demonstrated that a tDCS session improved peak oxygen consumption, ventilatory efficiency
and variability, attenuated the increase in maximum systolic BP during exercise, as well as
improved recovery heart rate, cardiac and peripheral autonomic modulation, and central
hemodynamic parameters compared with SHAM intervention in resistant hypertensive
subjects. In conclusion, a session of tDCS for 20 minutes improved the pressure and ventilatory
response during physical exertion in resistant hypertensive patients, as well as potentiating
vagal reentry and attenuating the increase in central arterial pressure, probably due to the

improvement in autonomic modulation observed in comparison to the SHAM intervention.

Keywords: Resistant arterial hypertension; Autonomic modulation; Transcranial Direct

Current Stimulation; Cardiopulmonary exercise test.
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1. INTRODUCAO

1.1. Hipertensao arterial resistente (HAR)

Segundo o conceito de hipertensdo arterial (HA) preconizada pela 7* Diretriz Brasileira
de Hipertensdo Arterial, o individuo que apresentar, de forma cronica, niveis de pressdo arterial
(PA) acima de 140 e/ou 90 mmHg encaixa-se nos pardmetros da HA (1). De modo geral,
existem alguns fatores de risco que acompanham pacientes com HA, como a obesidade,
diabetes melito, hipercolesterolemia e tabagismo (2). Nesse sentido, compreende-se que a HA
¢ uma doenca multifatorial, que atinge aproximadamente 36 milhdes de adultos brasileiros e

em torno de 60% da populacao de idosos do Brasil (1,3).

Em decorréncia da HA ndo controlada, seja por meios farmacoldgicos ou ndo
farmacoldgicos, podem ocorrer pioras na saide do individuo hipertenso, o que pode ser
denominado de les@o em 6rgaos alvo, pois em virtude do aumento da PA nos vasos sanguineos,
outros sistemas do organismo sofrem prejuizos quanto suas fungdes ou até mesmo estruturas,

como o aumento da rigidez arterial, doenca renal e a hipertrofia ventricular (4).

A hipertensdo arterial resistente (HAR) € definida pelo Posicionamento Brasileiro de
Hipertensdo Arterial Resistente, como aquela pressao arterial que permanece acima dos niveis
pressoéricos recomendados (>140/90mmHg), com o uso de 3 medicamentos anti-hipertensivos
de diferentes classes em doses méximas preconizadas e administrados com frequéncia,
incluindo um diurético; ou aqueles niveis pressoricos que permanecem controlados com 4 ou
mais medicamentos anti-hipertensivos (hipertensdo arterial resistente controlada) (5). A HAR
¢ frequentemente associada a aqueles hipertensos que apresentam alto risco cardiovascular

(5,6).

A prevaléncia da HAR ndo estd totalmente clara devido aos diferentes critérios
utilizados na identificacio da HAR nos diversos estudos epidemioldgicos. Estudos
populacionais observacionais tém calculado indiretamente que aproximadamente 15-18% dos
adultos hipertensos diagnosticados s@o hipertensos resistentes ao tratamento farmacoldégico
(5,7). Entretanto, esses estudos nio avaliaram o diagnostico da HAR de forma sistematizada
com o intuito de excluir causas secundarias de hipertensdo arterial resistente, hipertensdao
arterial do jaleco branco ou inconsisténcia na aderéncia ao tratamento (8,9). No estudo

ALLAHAT, um ensaio clinico randomizado, duplo cego e com controle ativo, com uma mostra
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de 33,357 adultos hipertensos, com diversidade étnica e seguimento de tratamento
farmacolégico por 5 anos, foi determinado que 50% dos hipertensos precisavam 3 ou mais
medicamentos anti-hipertensivos de diferentes classes para o tratamento (10). Provavelmente,
um dos estudos com andlise mais rigorosa para tal propdsito seja o estudo retrospectivo
Brimingham, no qual foi feito um acompanhamento por pelo menos 6 meses a adultos
hipertensos de dificil controle antes de ser diagnosticados como pacientes hipertensos
resistentes verdadeiros. Dos quais, 9,5% foram resistentes ao tratamento de 5 ou mais

medicamentos anti-hipertensivos (hipertensos refratarios) (11).

Um estudo conduzido pelo ambulatério especializado em HAR no HC-UNICAMP
verificou que 31% dos pacientes hipertensos resistentes sao refratdrios ao tratamento anti-
hipertensivo (12). Além disso, desde 2002, tem se observado gradativa reducdo do percentual
de “hipertensdo resistente verdadeira” e hipertensdo refrataria, provavelmente por adotarmos
os critérios semelhantes aos de Birminghan desde 2006. Outros estudos sustentam estas
informacdes, indicando uma prevaléncia reconhecida entre 5 e 15% (13), mostrando, de fato,
um crescimento na prevaléncia durante as ultimas décadas, passando de 5,5% para 8,5% e,
subsequentemente, para 11,8% entre os anos de 2005 e 2009 (11,14,15). Segundo o mais recente
posicionamento brasileiro sobre hipertensdo resistente, a prevaléncia da HAR no Brasil é
aproximadamente 12% dos adultos hipertensos excluindo-se a pseudoresisténcia corroborada

pelo MAPA (5).

De acordo com o primeiro posicionamento brasileiro sobe a HAR, o diagnostico comega
com a exclusdo da pseudoresisténcia, que pode ser devida a leitura incorretas da PA, prescricao
de tratamento farmacoldgico inadequado, incluindo medicamentos e suas doses (6), falta de
adesdo as orientacdes medicas, tanto em relacdo aos medicamentos quanto as mudangas no
estilo de vida, assim com a presenca da hipertensdo do jaleco branco (16), que pode ser
descartada por meio da realizagdo da Monitorizagdo Ambulatorial da Pressdo Arterial (MAPA)

durante 24 horas (17).

A HAR € uma condi¢do clinica multifatorial que resulta em um progndstico
desfavoravel quando comparada a hipertensdo arterial controlada (18). Os mecanismos de
resisténcia aos medicamentos anti-hipertensivos ndo estdo completamente claros, podendo,
portanto, ser modulados por diversos fatores interligados como alteracdes do sistema nervoso
autondmico, principalmente pela hiperatividade do sistema nervoso simpdtico (SNS);

desequilibrio no sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (19-21); aumento do volume
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sanguineo (22), disfuncdo endotelial (23—25); e incremento da resisténcia vascular periférica
(26). Nos udltimos tempos, a apneia obstrutiva do sono (27,28), alteracdes no metabolismo da
insulina (29) e estados inflamatorios cronicos (30—-32) também tem sido mecanismos associados
a resisténcia ao tratamento na hipertensdo arterial. Além disso, ja foi demonstrado o
envolvimento das adiponectinas com a falta do controle pressorico nestes pacientes e correlacao
com lesdes de 6rgdos-alvo, além de associacdo com polimorfismos genéticos nos genes da

adiponectina (33) e leptina (34).

A hiperatividade do SNS € um achado comum em pacientes com hipertensdo arterial
sistémica (HA) e contribui para o inicio, manuten¢do e progressao da doenca (35). Evidéncias
obtidas tanto em modelos animais quanto em humanos indicam que, embora a disfuncdo do
sistema nervoso parassimpdtico permaneca relativamente estdvel conforme os niveis
pressdricos se elevam, a ativacdo simpdtica sofre progressivos incrementos (36,37). De fato,
vérios estudos demonstram que a ativagdo do SNS aumenta proporcionalmente com os estagios
da HA e a hiperatividade simpatica esté presente independentemente do tipo de medida da PA,
de consultério ou ambulatorial (38—40). N6s acreditamos que a coexisténcia e interacdo da
hiperatividade simpdtica juntamente com demais mecanismos, como a expansdao volémica,

seriam os principais envolvidos na fisiopatologia da hipertensao resistente (41).

Muitos métodos para a avaliagdo da funcionalidade da atividade nervosa simpatica
foram desenvolvidos para caracterizar as alteragdes tonicas e reflexas do sistema nervoso
autondmico em humanos. Embora a medida de norepinefrina plasmdtica represente uma
ferramenta util para avaliar a func¢io simpdtica, a gravagdo direta da atividade nervosa simpética
através da microneurografia tem sido considerada o padrdo ouro de medida pela sua
especificidade, bem como por correlacionar-se com altos niveis plasmaticos, renais e cardiacos
de norepinefrina (42—44). Além disso, a andlise espectral da variabilidade da frequéncia
cardiaca e da pressdo arterial sistdlica, como medida da modulacdo autondmica cardiaca e

vascular, tem evidenciado importante valor prognostico em pacientes hipertensos (45,46).

No que tange a funcdo autondmica de pacientes com HAR, um estudo avaliando a
variabilidade da frequéncia cardiaca revelou que individuos com HAR apresentam um prejuizo
do balanco autondmico cardiovascular em favor do aumento da modulagdo simpdtica —
associada a presenca de diabetes tipo II, obesidade e niveis reduzidos de adiponectina (47). No
primeiro estudo que avaliou a atividade nervosa simpdtica (microneurografia) em pacientes

com HAR, os autores demonstraram que esses individuos apresentavam um nivel de atividade
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simpdtica que ndo so era nitidamente superior a dos controles normotensos, mas também cerca
de 50% maior do que o observado em pacientes hipertensos essenciais com PA controlada.
Dessa forma, os autores concluem que nao sé fatores hemodinamicos, mas também os
neurogénicos participam do aumento do risco cardiovascular apresentado por pacientes

hipertensos resistentes (48).

Neste contexto, face a hiperatividade simpdatica mais pronunciada em pacientes com
HAR e devido a sua origem multifatorial, hd varias condicdes subjacentes, entre as quais: idade
avancada (49); disfuncdo renal (50); obesidade (51); ingestdo inadequada de sédio (52); e
ativacdo neuro-humoral decorrente de estresse mental (53) e depressdo psiquica (54). O
transtorno depressivo, por sua vez, € um fator de risco independente para mortalidade
cardiovascular e estd associado a hiperatividade do eixo hipotdlamo-glandula pituitaria-medula

adrenal e, consequentemente, aumento da atividade simpatica (55).

Por fim, a queda de PA com uso de bloqueadores ganglionares foi evidenciada em
pacientes hipertensos obesos e com idade avangada, sugerindo que nesse perfil de individuos o
tonus simpdtico contribui fortemente para regulacdao da PA (56). Dessa maneira, estudos de
longo prazo tentando entender os mecanismos que proporcionam a hiperatividade do SNS
permitiram o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento da resisténcia a terapia anti-

hipertensiva (29,57).

O tratamento farmacolégico da HAR nio estd totalmente estabelecido, porém busca-se
atingir uma pressao arterial de consultério de <130/80 mmHg como meta. (1). A prescri¢do
farmacoldgica na HAR procura influir em todos os potencias mecanismos associados a doenca.
Por tanto, estdo sendo desenvolvidas novas abordagens terapéuticas para complementar o
tratamento farmacoldgico e melhorar o controle da pressdo arterial em hipertensos resistentes.
Uma dessas abordagens envolve a estimulacdo dos barorreceptores localizados no seio
carotideo e reguladores do sistema nervoso parassimpético, promovendo bradicardia e reducao
do volume sanguineo pelo aumento da excre¢ao renal de sédio e dgua. Evidéncia recente tem
mostrado que esse tipo de estimulag¢do cronica pode ser benéfico como um complemento ao
tratamento da HAR, até mesmo influindo na reducdo da quantidade de medicamentos

necessarios no esquema anti-hipertensivo (58,59).

Embora terapias invasivas tenham sido desenvolvidas para o tratamento de HA ndo
controlada, a modula¢@o da hiperatividade simpdtica ainda permanece como desafio como o

objetivo de atingir um controle efetivo dos niveis da pressdo arterial (60).
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1.1. Reflexo respiratorio e sistema nervoso autonéomico

A respiracdo tem como fung¢do principal a troca de gases com o ar atmosférico, captando
oxigénio e expelindo diéxido de carbono, através da funcdo involuntdria e/ou voluntédria dos
musculos respiratérios. O sistema nervoso central exerce o controle da funcao respiratéria. No
tronco encefélico se localiza o centro respiratério responsdvel pela ritmogénese respiratoria,
gerada por neurdnios do tronco encefélico e transmitida por uma rede de interneur6nios e
neurdnios pré-motores para os neurdnios motores respiratorios, determinando um padrao de
contragao muscular (61). O padrio respiratério € ativo durante a inspiragdo (entrada do ar), pelo
aumento da atividade dos neurdnios motores envolvidos na musculatura diafragmdtica e
intercostais externos, e passivo na expiracao (saida do ar) em condi¢des de repouso (eupneia),
facilitada pelo relaxamento desses musculos. Em algumas situac¢des, por exemplo durante um
esforco fisico, o volume corrente de ar aumenta, e o padrdo expiratdrio se torna ativo, com

aumento da atividade motora dos musculos abdominais e intercostais internos (62).

Em condi¢bes normais a pressdo dos gases arteriais (Co2 e O2) permanecem estiveis
gragas as flutuacdes e adaptabilidade da ventilacdo (volume corrente e frequéncia respiratoria)
frente aos diferentes comportamentos e demandas metabdlicas experimentadas por um
individuo. Estes ajustes que ocorrem no sistema respiratério sdo possiveis devido a
comunica¢do permanente entre os sensores moduladores da atividade respiratdria e os centros

superiores do controle respiratorio (63—65).

Os quimiorreceptores centrais e periféricos, receptores de distensio pulmonar e
receptores de irritacdo sdo sensores essenciais na modulacdo da atividade respiratéria. Os
quimiorreceptores sdo um conjunto especializado de células neuroepiteliais sensiveis as
mudangas das pressdes de CO2 assim como a alteracoes do pH no sangue e/ou no liquido
cefalorraquidiano (62). Os quimiorreceptores periféricos localizados principalmente nos
corpusculos adrticos e carotideos sdo despolarizados em situagdes de hipercapnia e acidose, e
levam informacdo através de neurOnios aferentes vias nervos glossofaringeo e vago (IX e X
pares cranianos, respectivamente) ao nucleo do trato solitdrio (NTS), a partir do qual por vias
encefdlicas se promovem a ativagdo de reflexos respiratérios para restaurar os niveis

fisiolégicos adequados (62,64).

Quimiorreceptores tanto centrais como periféricos t€m interconexdo com o sistema
nervoso autondmico, desde que a despolarizacdo desses sensores aumenta a atividade nervosa

simpdtica diretamente e via neurdnios aferentes comuns a niveis encefdlicos provocando
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respostas respiratrias € autondmicas, como aumento na atividade motora inspiratéria e
expiratoria ativa, frequéncia respiratoria e fluxo simpdtico (66). Esse aumento do fluxo
simpdtico causa incrementos na PA que € imediatamente regulada pelo feedback do
barorreceptor, que sao mecanorreceptores localizados principalmente no seio carotideo e no
arco da aorta e s@o sensiveis a variacdes bruscas da PA. A estimulacdo desses mecanoreceptores
tem efeito na respiracdo, aumentando o tempo de expiracdo, causado pela diminui¢do da
frequéncia respiratdria (65,67). Por outro lado, o incremento da atividade respiratdria, aumenta
a descarga de sinais aferentes dos receptores de distensdo pulmonar que tem efeito reflexo
inibitério da atividade do fluxo parassimpdtico cardiovagal, incrementando a frequéncia
cardiaca, e assim, contribuindo para elevar a PA e o débito cardiaco. Esses aumentos da
frequéncia cardiaca também sdao provocados por conexdes inibitérias diretas entre os nicleos

respiratorios e os neurdnios pré-ganglionares cardiovagais no bulbo raquidiano (figura 1) (65).

T 3 Frequéncia cardiaca
# coz t Niicleas Pressdo arterial I
Hipercapnia | e PESEERDAGEE (% Debito cardiaco
! autondmicos - -
' Estimulacdo | Fluxo parassimpatico 'r
Quimioreceptores | 1 - cardiovagal
Periféricos e centrais — ' Atividade nervosa simpatica T
| Atividade dos receptores I
l l l de distensdo pulmonar
Atividade motora
' inspiratoria e t Fluxo simpatico t Frequéncia
expiratoria ativa ) l | respiratoria

t Pressdo arterial

l j Press3o arterial _'_
t Estimulacdo barorreceptor
i

* | Frequéncia respiratoria | l

Figura 1: Regulacao da respiracao e fluxos autonomicos por quimiorreceptores (65).
Portanto, a resposta do sistema nervoso autondmico a estimulagdo quimiorreceptora

representa o efeito da influéncia excitatéria do quimiorreflexo e a influéncia inibitéria dos

aferentes barorreceptores e pulmonares (65,68). Além disso, neurdnios de ordem superior
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podem enviar projecOoes para neurdnios na regido medular ventral, na qual existe uma
sobreposicdo e interconectividade entre neurdnios geradores de atividade simpdtica e da rede

respiratoria sugerindo um oscilador cardiorrespiratério comum (66,69-71).

A atividade dos neurdnios pré-simpdticos acoplados a respiracdo tem se Visto
sincronizada com atividade motora dos musculos respiratérios no ciclo respiratério,
aumentando a frequéncia de disparos durante a fase inspiratdria inicial, assim como na fase
expiratdria ativa durante desafios metabdlicos, como hipdxia e hipercapnia. Isso sugere que os
mecanismos de acoplamento respiratorio-simpético regulam dinamicamente a atividade
simpdtica. Da mesma maneira, também é pensado que esses mecanismos podem ser
susceptiveis a plasticidade e assumir uma modulagio relacionada a respiragdo anormal no fluxo
simpatico em condi¢Oes patolégicas, como nas doencgas cardiovasculares cronicas, por

exemplo, na HA, apneia obstrutiva do sono (AOS) e insuficiéncia cardiaca (66,67).

A HA esta associada a AOS, um transtorno respiratorio caracterizado por apresentar uma
obstru¢do recorrente completa e parcial das vias aéreas superiores durante os ciclos naturais do
sono. Essa obstrucdo de vias aéreas superiores reduz periodicamente as concentracdes de O2
(hipoxia) e aumentam os niveis de CO2 (hipercapnia) no sangue, 0 que consequentemente
estimula os quimiorreceptores periféricos e gera taquipneia, fragmentacdes do sono, assim
como aumentos da atividade simpdtica, sustentados ainda no periodo da vigilia (72-74).
Sujeitos com hipertensao arterial, AOS e insuficiéncia cardiaca leve e moderada, apresentam
um tono simpatico e niveis de pressao arterial elevados, porém essas alteracdes nao tem se visto
associadas com valores da ventilagcdo em repouso (75-77). A estabilidade da ventilagio mesmo
que os niveis da atividade simpdtica permanecam elevados, acontece provavelmente por
compensagdes dos quimiorreceptores centrais que poderiam estar influindo no controle da
respiragdo. Enquanto o tono simpdtico permanece aumentado pelo incremento sustentado da
atividade dos corpos carotideos que suprimem a atividade do barorreflexo e aumenta a
estimulacdo de neurdnios pré-simpdticos medulares ventrolaterais por via excitatdria direta do
nucleo do trato solitario (76,78). Nesse sentido, se poderia explicar um acoplamento abnormal

cardiorrespiratério central existente nesse tipo de doencas.

1.2. Variabilidade respiratoria

A variabilidade da atividade respiratéria € um parametro fundamental na regulagcdo do
sistema respiratorio. Durante diferentes situacdes perturbadoras ocasionais que o sistema

respiratorio pode experimentar, variagdes aleatorias da resposta respiratéria podem ocorrer com
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o intuito de atingir adequadamente as demandas ambientais. Esse tipo de respostas permite
desafiar o sistema e treinar a sua capacidade de sensibilidade para se adaptar a diferentes
circunstancias (64). Por tanto, adaptagdes dos processos de controle do sistema respiratorio em
resposta a essas perturbacdes garantem a estabilidade dinamica do sistema. Por outro lado, uma
variabilidade respiratéria excessivamente aleatéria e ou reduzida, sdo caracteristicas de uma
regulacdo respiratdria deficiente e ndo saudavel (79). Essas duas caracteristicas sdo sinais de
um desacoplamento dos processos de controle da respirag¢ao e o reflexo de um sistema pouco

flexivel e adaptavel ao ambiente (64).

Uma manifestacdo da variabilidade respiratéria alterada € a respiracdo periddica,
caracterizada pela alternincia de periodos de hipopnéia e hiperpnéia, durante a realizacdo de
um exercicio progressivo miximo, € a redu¢cdo do volume corrente devido a oscilagcdes em
unidades respiratdrias centrais (80); € um sinal de instabilidade do sistema de controle
respiratorio, que também pode ocorrer em repouso antes do exercicio (81). A respiracdo
periddica foi a primeiramente descrita ha dois séculos (82,83)e € detectada durante o exercicio
em individuos normais com um amplo perfil de risco cardiovascular (84), em sujeitos com
doenca cardiovascular, em pacientes que passaram por transplante de figado e pacientes com
anemia (80). No entanto, a ventilacdo periddica durante o exercicio é, acima de tudo,

reconhecida em pacientes com insuficiéncia cardiaca com reduzida fragdo de ejecao (84—89).

Este fenomeno esta presente em 17-51% dos pacientes diagnosticados com insuficiéncia
cardiaca (90) e sua ocorréncia parece estar diretamente associada com o aumento de risco de
morte por eventos cardiovasculares nesta populagdo (87,89,91,92). Leite et al. (89) observaram
que 29,7% dos pacientes com insuficiéncia cardiaca avaliados apresentavam ventilagdo
periddica durante o exercicio. Nestes pacientes o risco para morte por eventos cardiovasculares
foi significantemente maior e a taxa de sobrevivéncia significantemente menor, quando
comparados ao grupo que nao apresentava tal comportamento ventilatorio (89). Deste modo,
tem sido sugerido que a ventilagdo periddica durante o exercicio também se caracteriza como

um importante marcador progndstico em pacientes com insuficiéncia cardiaca.

Até agora, estudos que explicam a possivel fisiopatologia da ventilacdo periddica
durante o exercicio sugerem que possa ser gerada por: atraso circulatério (tempo de circulacao
prolongado do pulmao para o cérebro e quimiorreceptores levando ao atraso na transferéncia
de informagdes); reducdo do débito cardiaco; prejuizo hemodinamico em repouso e durante o

exercicio; aumento da sensibilidade de quimiorreceptores centrais e periféricos; maior
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hiperatividade simpdtica; comprometimento do reflexo barorreflexo; mecanismos nao
periféricos mediados por quimiorreceptores; congestdo pulmonar; e sinalizacdo ergoreflexa

(81).

1.3. Teste de exercicio cardiopulmonar

O teste cardiopulmonar ergoespirométrico continua sendo uma ferramenta
extremamente durdvel e versatil, que permite avaliar a funcdo e capacidade de desempenho do
sistema cardiopulmonar e do metabolismo (93). Além disso, é um procedimento ndo invasivo
que fornece informacgdes valiosas de diagndstico e progndstico em pacientes com doencas
cardiopulmonares. Nos dltimos anos, tem sido demostrado que diversos parametros avaliados
pelo teste ergoespirométrico sao preditores independentes de mortalidade para pacientes com
doencas cardiovasculares (94). Dentre eles, destacam-se o consumo de oxigénio pico (VO2
pico), a inclinacdo da curva do equivalente ventilatério de dioxido de carbono (VE/VCO2
slope), curva da eficiéncia ventilatéria no consumo de oxigénio (OUES) e a pressdo parcial de
diéxido de carbono ao final da expiracdo durante o repouso (PetCO2) (94). No entanto, mais
recentemente, tem surgido o interesse por outros parametros ventilatdrios, como a ventilagao

periddica observada durante o esfor¢o progressivo.

Apesar da relevancia clinica potencial da ventilacdo periddica, a sua identificacao
durante o exercicio apresenta algumas limitacdes, por se tratar de uma avaliacdo qualitativa que
pode subestimar o diagnéstico de pacientes que apresentam comportamento oscilatério da
ventilacdo pulmonar (89,95). Sendo assim, a adocao de métodos de investigagdo capazes de
nao somente de identificar, mas também quantificar e estratificar o comportamento oscilatério
da ventilagdo pulmonar durante o esforco, pode aprimorar a avaliagdo destes pacientes. Dentre
os métodos capazes de quantificar a variabilidade ventilatéria durante o exercicio, alguns
autores propuseram a avaliacdo pelo método linear de andlise no dominio do tempo, incluindo
o desvio padrdo de todos os intervalos (SD), a raiz quadrada da média do quadrado das
diferencas entre intervalos adjacentes (RMSSD) da ventilagdo pulmonar e de seus principais
determinantes, frequéncia respiratoria (FR), tempo total do ciclo respiratério (Ttot) e volume
corrente (Vt) (96-98). Adicionalmente, Castro et al. (96) observaram que os indices de
variabilidade da VE e FR durante o exercicio progressivo se correlacionam negativamente com
a fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo em pacientes com insufici€éncia cardiaca. Apesar
disso, os parametros de variabilidade ventilatoria, bem como sua associagdo com a ventilagao

periddica, ainda ndo foram estudados em pacientes com HAR.



18

1.4. Estimulacao transcraniana por corrente continua (ETCC)

Conforme supracitado, a fisiopatologia da HAR tem sido estudada nos dltimos anos,
delineando varios mecanismos como potenciais causadores dessa condicdo multifatorial, entre
0s quais o sistema nervoso central e o SNA (99). Nesse contexto, ja foi demonstrada a reducdo
de varidveis hemodinamicas, como a PA média e frequéncia cardiaca, frente a estimulos
elétricos aplicados diretamente ao coértex cerebral, sendo o sistema nervoso simpdtico
considerado o mediador desse processo (100,101). Um estudo clinico avaliou a estimulacao
transcraniana direta na regido cortical, controlada por placebo, e observou a reducdo da PA
sistdlica e diastolica (102) Portanto, técnicas ndo invasivas de estimulagdo cerebral, como a

ETCC no cortex cerebral, parece ter potencial para pacientes hipertensos (103,104).

O uso dessa terapia tem fornecido informagdes relevantes sobre a excitabilidade cortical
em individuos sauddveis, assim como, avangos em tratamentos de diversas condi¢des clinicas
(105). A ETCC € uma ferramenta ndo invasiva que basea-se na aplicacdo de uma corrente
elétrica direta entre dois eletrodos (catodo e 4nodo) colocados sobre o couro cabeludo e tabua
Ossea em areas de interesse subjacentes no cortex cerebral. Durante a estimulacdo, uma corrente
elétrica de baixa intensidade (2 mA) € aplicada em areas pré-estabelecidas no couro cabeludo

(106,107).

As alteracdes do potencial de repouso transmembrana modulam a frequéncia de disparos
da célula neuronal, sendo seus efeitos dependentes da polaridade da mesma, por tanto, quando
se aplica estimulacdo anddica, a atividade cortical aumenta, enquanto que com a estimulacao
catédica, essa atividade diminui (108). Desta forma, esta técnica de estimulagdo (ETCC)
permite o aumento ou diminui¢do da excitabilidade cortical sem induzir a génese de novos
potenciais de acdo. Possui vantagens, tais como: técnica ndo invasiva, indolor e segura,
facilidade de aplicacdo dos estimulos, o equipamento pode ser facilmente transportado, é uma
alternativa terapéutica com boa relacio custo beneficio e sua forma simulada (sham) pode ser
utilizada eficientemente em estudos duplo-cegos (109). Além disso, ja revisdes sistematicas

tem demonstrado que a ETTC apenas apresenta efeitos adversos leves e transitorios (110).

As técnicas de estimulacdo cerebral ndo invasiva tém se revelado tteis para o
entendimento do controle cortical do sistema nervoso simpatico, embora os estudos envolvendo
a ETCC sejam escassos. Alguns trabalhos evidenciaram potencial alteracdo do controle
autondmico cardiaco com o uso de ETCC em individuos sauddveis. A VFC — frequentemente

usada para avaliacao da modulagao autondmica cardiovascular (111) —aumentou apdés a ETCC,
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contribuindo para reducdo da modulacdo simpdtica para o coracdo (112,113). Adicionalmente,
testando o efeito de uma unica sessio de ETCC sobre o lobo temporal esquerdo,
topograficamente mais proximo do cértex insular, Petrocchi et al. (114) observou aumento da
modulagdo vagal em sujeitos sauddveis pareados por idade, sexo, niveis de ansiedade e
depressdo. De forma semelhante, uma sessdo de ETCC aplicada no lobo temporal esquerdo
aumentou a VFC em atletas, aumentando a modulac¢do parassimpdtica e reduzindo a modulagdo
simpdtica da frequéncia cardiaca. Consequentemente, o balanco simpatovagal diminuiu em
repouso nesses sujeitos (112). Em outro estudo, quando aplicada uma sessdo de ETCC em
ciclistas, durante 20 minutos antes do exercicio, foi possivel observar um atraso na retirada

vagal e melhor desempenho fisico durante um teste de exercicio incremental maximo (115).

A ETCC tem sido sugerida como uma potencial ferramenta terapéutica para o
tratamento da HA, devido a sua capacidade de modular o SNA e reduzir a PA (104,116-119).
Em um estudo cruzado controlado, com estimulacdo Sham, revelou reducdo de PA sistdlica e
diastdlica, assim como, dos hormonios cortisol e adrenocorticotropina associados ao estresse €
sistema nervoso simpdtico apés ETCC (102) Entretanto, outro trabalho demonstrou que a
estimulacgdo cortical ndo alterou a modulacao simpdtica e os parametros hemodinamicos, entre
eles PA e frequéncia cardiaca, em resposta a dor aguda (117). Esses achados negativos
possivelmente sdo explicados pela inclusdo de individuos sauddveis normotensos que, por
apresentarem mecanismos compensatorios fisiologicamente ativos, impediram a variagdo da
PA apés a estimulagdo cortical (117). A depressao, condi¢do frequente na HAR, também tem
sido alvo da terapia ETCC, sendo que a melhora dos sintomas pode estar relacionada a reducao
de PA, frequéncia cardiaca e de biomarcadores pro-inflamatorios nos individuos HAR (120-

122).

Recentemente, estudos do nosso grupo de pesquisa demonstrou redugdo da PA central
e periferica associada a uma melhor modulagdo do sistema nervoso autondmico apos ETCC
tanto em pacientes HA quanto em inividuos HAR. Rodrigues B. et al (118), em um estudo
randomizado cruzado, controlado por um grupo sham, indentificaram diminui¢do na PA
sistdlica e diastélica ambulatorial associada a menor modulag@o simpatica e maior modulacao
vagal em pacientes HA apds uma sessdo de ETCC. No mesmo sentido, Rodrigues B. et al (119)
em um estudo cruzado controlado, com estimulagdo Sham, por primeira vez demonstraram
reducdo da PA associado a uma maior modulacdo cardiaca vagal ap6s uma sessdao aguda de
ETCC em pacientes HAR, assim como diminui¢cdo na PA sistolica central, parametros

relacionados a rigidez arterial (velocidad de onda de pulso e indice de aumento adrtico),
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acompanhado de melhor controle autondmico em reposuso apds 10 dias de intervecdo com

ETCC nesses pacientes HAR (119).

Finalmente, apesar da crescente evidéncia sobre os efeitos das técnicas de estimulacao
cerebral em diversas populacdes, os mecanismos fisiologicos associados ao seus efeitos ainda
nao sdo amplamente comprendidos; por tanto, existe um grande potencial para investigar como
a ETCC afeta o controle da PA, a modulagao autondmica cardiovascular e como isso pode estar
associado as variavies ventilatorias, especialmente no contexto da HAR. Isso € partricularmente
relevante devido a dificultade de controle da PA e ao uso frequente de multiplos medicamentos

anti-hipertensivos por parte desses pacientes.



21

2. OBJETIVO

1.1 Geral

Avaliar a variabilidade ventilatéria e modulagdo autondmica durante um teste de exercicio
cardiopulmonar em pacientes hipertensos resistentes, bem como testar os efeitos da estimulagao
transcraniana por corrente continua em parametros ventilatorios durante o exercicio e

parametros hemodinamicos e autondmicos apds teste de exercicio cardiopulmonar.

1.2 Especificos

Os objetivos especificos foram contemplados com a publicacio do Artigo: “Acute
Transcranial Direct Current Stimulation (Tdcs) Improves Ventilatory Variability and
Autonomic Modulation in Resistant Hypertensive Patients. Respiratory Physiology &

Neurobiology. 2022 Mar; 297:103830". e apresentado como resultados.
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3. METODOLOGIA

3.1. Populacio de estudo

Os pacientes foram selecionados do Ambulatério de Hipertensao Resistente do Hospital
das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas. Durante os primeiros seis meses de
seguimento, foi excluida a presenca da hipertensdo do jaleco branco pela monitorizacao
ambulatorial de PA (MAPA) e adequada a terapia farmacoldgica, inclusive com rigoroso
seguimento da adesdo ao tratamento (contagem de comprimidos) e orientagdes dietéticas (123).
Além disso, foram investigadas e excluidas as causas de hipertensdo arterial secundéria
(hiperaldosteronismo primdrio, feocromocitoma, doenga renal (estenose de artéria renal), e

apneia obstrutiva do sono).

Os critérios de inclusdo definidos para este estudo foram: homens e mulheres idosos
diagnosticados com HAR, segundo as diretrizes internacionais mais recentes (6); capacidade
para compreender, expressar verbalmente e responder perguntas; concordar e assinar o Termo
de Consentimento Livre Esclarecido; estar em acompanhamento regular pelo menos por 6
meses no ambulatério de HAR da UNICAMP e ter adesdo as orientagdes medicas, tanto em

relacdo aos medicamentos quanto as mudangas no estilo de vida.

Os critérios de exclusdo deste estudo incluiram: histéria médica o sintomas clinicos
indicativos de insuficiéncia cardiaca; valvulopatias ou afecc¢des pericardicas; nefropatias;
hepatopatias; doencas autoimunes; portadores de miocardiopatias dilatadas, doenca
cerebrovascular ou doenca arterial periférica; marcapassos ou outros dispositivos elétrico-
eletronicos implantados no corpo; tabagismo ou uso de substancias ilicitas; limitacao fisica e/ou
mental que impossibilite a realiza¢do de exercicio fisico; depressao psiquica significativa (com

pontuacdo >17 na escala de Hamilton (124—126) e participag¢do simultdnea em outra pesquisa.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP (Campinas, Brasil) - (nimero de aprovacdo: 6.023.354, CAAE :
86618317.0.0000.5404) (Anexo 1) e registrado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos
(ReBEC) -(ntimero de registro: RBR-8n7c¢9p.stem).
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3.2. Desenho e sequéncia experimental

O estudo foi realizado como um ensaio clinico randomizado controlado cruzado, sendo

uma estimulacdo (sham) e a outra interveng¢do ETCC.

Este estudo compreendeu 13 pacientes com HAR, os quais foram distribuidos de forma
aleatdria para realizar: 1) Estimulacdo PLACEBO (sham) seguida do teste ergoespirométrico.
2) INTERVENCAO (ETCC) seguida do teste ergoespirométrico. A intervencio foi realizada
aplicando ETCC na regido cortical do cérebro com uma densidade de corrente de 0,06mA/cm2
e intensidade de 2mA, com duracdo de 20 minutos. A estimula¢do placebo-sham teve os
mesmos procedimentos que a interven¢do ETCC, exceto pela corrente elétrica gerada, que foi
ficticia. Os pacientes foram cegados aos tipos de estimulagdo, e a central de comando do
equipamento permaneceu fora do alcance visual dos mesmos durante o estudo. Também, o
profissional que realizou a estimulagdo desconheceu o fato de tratar-se de uso de placebo ou

intervencdo ETCC (Duplo Cego).

Todos os parametros clinicos, cardiovasculares, modulacdo autondmica cardiovascular,
de rigidez arterial foram avaliados nos periodos basais, pré- ETCC e placebo-sham, bem como
pos-teste ergoespirométrico, exceto pela avaliacdo dos parametros hemodindmicos e
ventilatérios que foram determinados simultaneamente a ETCC e placebo, bem como durante

o teste ergoespirométrico (Figura 2).

Basal Estimulacio TECP Apos TECP
1 semana
: : : a® : ; : : :
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(20 min) °  ventilatorios 2

Figura 2: Desenho do estudo. ETCC: estimulacdo transcraniana por corrente continua; TECP:

teste de exercicio cardiopulmonar.
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3.3. Meétodos

3.3.1. Estimulacao transcraniana por corrente continua (ETCC)

A ETCC foi aplicada seguindo todos os procedimentos vélidos de controle conforme
estudo de Candida et al. (109). Para a estimulacdo, foram posicionados eletrodos de 35 cm? com
esponjas embebidas em soro fisiolégico no couro cabeludo dos participantes. O anodo foi
posicionado no correspondente do cortex motor primdrio a esquerda e o cidtodo foi posicionado
na regido supra-orbital a direita, (de acordo a referéncia do Sistema Internacional de
Eletroencefalografia). A estimulacio foi feita por corrente elétrica direta por estimuladores
galvano-farddico em uma densidade de corrente 0,06mA/cm? e intensidade de 2mA com
duracdo de 20 minutos por sessdo pelo equipamento DC Stimulation Plus modo SHAM
(NeuroConn GmbH ®, Germany). Sendo que a estimulagdo Sham teve o posicionamento dos
eletrodos nas mesmas disposicdes, porém a corrente elétrica foi desligada para que a mesma

acomodacao tatil fosse mantida.

A ETCC € capaz de induzir corrente elétrica a regides especificas do cérebro e modular
a excitabilidade cortical (127). Neste caso, a regido motora do cortex cerebral é a drea de
estimulacdo considerada chave para a modulacdo de resposta simpdtica e, portanto, capaz de
influenciar o sistema cardiovascular (128). A regido do cértex motor primdrio (M1) foi
escolhida como alvo para a ETCC visto ser um dos sitios de estimulagdo mais estudados na
avaliacdo do sistema nervoso autonomo (129) e por estar associado ao controle bulbar
cardiovascular e a neuronios medulares pré-ganglionares cardiacos (130). Tal escolha foi feita,
porque esses pardmetros, em conjunto, potencialmente modulam o sistema nervoso simpatico

(129) e, portanto, regulam os niveis pressoricos.

3.3.2. Teste ergoespirométrico

A capacidade funcional foi avaliada pelo teste ergoespirométrico, realizado em ciclo
ergdmetro. Foi registrado o eletrocardiograma de repouso a partir das doze derivacdes padrao.
A PA de repouso foi medida pelo método auscultatdrio, com o individuo na posi¢do sentada.
Em seguida, o participante colocou um bucal ou méscara para andlise de gases e um clip nasal.
Ap6s 5 minutos de adaptacdo do VE (entre 8 e 15L/min), QR (entre 0,75 e 0,85) e o VO

(préximo a 3,5mL/kg/min, correspondente a 1 MET.) o teste foi iniciado.

Durante o teste de esforco, varidveis cardiovasculares foram avaliadas continuamente

através de eletrocardidgrafo. A frequéncia cardiaca foi registrada no momento de repouso, ao
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final de cada estdgio do teste cardiopulmonar e nos minutos 1,2,3 e 4 na recuperacdo. A PA
também foi avaliada no momento de repouso, a cada 2 min durante o teste de exercicio e nos
minutos 1,2,3 e 4 na recuperagdo. A PA foi aferida sempre pelo mesmo pesquisador. No local,
houve equipamentos de emergéncia (desfibrilador e medicamentos), bem como profissionais

capacitados para atender eventuais emergéncias.

Foi seguido protocolo de rampa com aumento constante de carga e velocidade de 60 a
70 rotagdes por minuto até a exaustdo, com incrementos de 7,5 a 15 W/min, dependendo da

carga méxima predita para cada paciente.

A capacidade aerobica maxima foi avaliada pelo consumo de oxigénio pico (VO2 pico),
identificado na intensidade maxima do teste de exercicio cardiopulmonar. O limiar anaerébio
foi identificado quando o voluntdrio atingiu o ponto em que o equivalente ventilatério de
oxigénio (VE/VO2) e a pressdo parcial de oxigénio no final da expiracdo (PetO2) obtiveram
seus valores mais baixos antes de comecarem a aumentar gradualmente, acompanhados de um
aumento ndo linear no quociente respiratorio (QR) (131). Enquanto que para a identificagdo do
segundo limiar ventilatério, foi analisado o momento em que o voluntdrio atingiu o valor
minimo de equivalente ventilatério de di6xido de carbonio (VE/VCO2), antes de observar um
aumento continuo desse parametro, e também no ponto em que a pressdo parcial maxima de
dioxido de carbono no final da expiracao (PetCO2) foi alcangada, antes de comegar a diminuir

gradualmente essa resposta (132).

Para a determinacdo da inclinag@o da curva do equivalente ventilatério de diéxido de
carbono (VE/VCO?2 slope) durante o exercicio, foi utilizado os valores (respiracao a respiracao)
de ventilacdo pulmonar (VE, L/min) e produ¢do de diéxido de carbono (VCO2, L/min e
mlL/kg/min) coletados do inicio ao término do periodo de esforco; este pardmetro estd associado

com a eficiéncia ventilatéria (133).

3.3.3. Determinac¢ao da ocorréncia de ventilaciao periddica durante o exercicio

Apés a realizacdo do teste ergoespirométrico, os valores de ventilagdo pulmonar
(L/min), expressos em médias de 10s, foram transferidos para um software de planilha
(Microsoft Excel) e convertidos em graficos, onde os valores sequenciais de pico e vale

relativos a ventilacdo pulmonar foram identificados, dando origem a ciclos respiratérios (89).

Realizou-se a determina¢do da ocorréncia do fendmeno de ventilagdo periddica durante

o exercicio a partir dos critérios diagndsticos propostos por Leite et al. (89), assim descritos:
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1. Presenca de trés ou mais oscilacdes regulares da ventilacdo pulmonar (claramente
distinguiveis de ruidos na aquisicao de sinais);

2. Regularidade definida como desvio padrdo da duragdo de trés ciclos respiratdrios
consecutivos < 20% do valor médio de duracao dos ciclos;

3. Amplitude média das oscilagdes ventilatorias dos ciclos respiratdrios > 5 L/min.

3.3.4. Calculo da variabilidade ventilatéria durante o exercicio no dominio do
tempo
Os valores respiragao a respiracdo de ventilagdo pulmonar (VE, L/min), tempo
respiratorio total (Ttot, s), frequéncia respiratéria (FR, ciclos/min) e volume corrente (Vt,
L/ciclo) expressos durante o exercicio foram transferidos para um software de planilha

(Microsoft Excel).

A variabilidade ventilatéria no dominio do tempo, durante o exercicio, de cada uma
destas varidveis foi determinada pelo desvio padrao das diferencas entre todos os intervalos
adjacentes (SD) e a raiz quadrada da soma dos quadrados das diferencas entre todos os
intervalos adjacentes (RMSDD). Tendo em vista que a duracdo do teste poderia ter exercido
importante influéncia sobre os resultados apresentados, ambos os célculos foram normalizados
pelo ndimero de intervalos exibidos por cada um dos pacientes durante o exercicio (SD/n e

RMSSD/n, respectivamente) (96-98).

3.3.5. Registro de pressao arterial batimento a batimento

Com o paciente deitado, em repouso, ondas continuas de PA foram obtidas por um
equipamento digital de fotopletismografia (Finometer®, Finapres médica Sistema BV,
Holanda). Para isso, foi colocado um manguito de tamanho adequado em torno do dedo médio
da mao direita do participante e o sinal das ondas de PA adquiridos e arquivados durante 20
minutos simultaneamente no préprio equipamento Finometer e em um computador com sistema
de aquisi¢ao de sinais biolégicos (AT/MCA-CODAS (DATAC Instruments Inc., Akron, Ohio,
EUA). A frequéncia de amostragem de sinais foi de 1000 Hz .Os dados armazenados foram

submetidos a uma rotina de andlise para fornecer dados de variabilidade da PAS e da FC (134).

Um programa de software (BeatScope) usou as curvas de pressao arterial e os dados do
paciente (idade, género, massa corporal e estatura) para calcular a pressdo arterial sistdlica e
diastdlica (PAS e PAD), a FC, o débito cardiaco (DC) e da resisténcia vascular periférica

(RVP).
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3.3.6. Modulacao autondomica cardiovascular

A andlise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca (intervalo R-R) e da pressao
arterial sistOlica foram realizados de acordo ao retratado na literatura (134). Cada batimento
cardiaco foi identificado usando um algoritmo especializado efetuado no software Matlab MT

(MATLAB 6.0, Mathworks, EUA) e que faz a detec¢dao automaética das ondas de PAS e PAD.

O intervalo de pulso foi calculado como a diferenca entre os pontos inicial e final do
ciclo (t1-t0). A densidade de poténcia espectral da PAS e do intervalo R-R foram calculados
usando a Transformada Rapida de Fourier € 0 método de Welch em mais de 16.384 pontos com
uma janela de Hanning e 50% de sobreposi¢do. As bandas espectrais foram estabelecidas de
acordo aos valores j4 relatados pela literatura para humanos: muito baixa frequéncia (MBF:
0,007-0,04Hz), de baixa frequéncia (BF: 0,04-0,15Hz) e alta frequéncia (AF: 0,15-0,4 Hz); a
banda espectral BF tem sido associada com modulagdo simpdtica enquanto que AF com a

modulacdo parassimpdtica (135).

No dominio do tempo pelo método de andlise linear foram avaliados os pardmetros:
SDNN (desvio padrao do intervalo de pulso normal-normal (NN)) e VAR IP (variancia total do
intervalo de pulso), parametros associados com a variabilidade da frequéncia cardiaca; RMSSD
(raiz quadrada da média da soma dos quadrados das diferencas entre intervalos NN adjacentes),
que representa a modulacdo vagal cardiaca do intervalo de pulso e VAR PAS (variancia da
pressdo arterial sistélica em curto espaco de tempo), que representa a variabilidade da pressao

arterial sistdlica.

A sensibilidade barorreflexa foi calculada a partir do indice alfa (razdo da BF do R-R

em ms2 / BF da PAS em mmHg2) (136).

3.3.7. Determinacao da pressao arterial central e indice de amplificacio (AIx)

A tonometria de aplanacdo foi realizada para avaliar as varidveis hemodindmicas
centrais ndo invasivas usando o sistema SphygmoCor (AtCor Medical, Sydney, Australia).
Medic¢des consecutivas das ondas de pulso da artéria radial foram realizadas ao longo de 8 s (9-
10 ciclos cardiacos) e foram calculadas apds a exclusao de valores extremos (acima ou abaixo

de quatro desvios padrdo).

Depois que 20 formas de ondas sequenciais foram adquiridas e calculadas, uma funcao
de transferéncia matematica generalizada validada foi usada para sintetizar a onda de pressao

aortica central correspondente (137).
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O Indice de amplificacdo (AIx), foi avaliado e determinado pela razio entre a pressio
exercida pela onda refletida e a onda de ejecdo. Este indice € expresso em percentual da Pressao
de Pulso Central (Alx = pressdo de aumento (AP)/pressdo de pulso central (cPP) x 100%) e
esta associado com rigidez arterial. Como o Alx € influenciado pela frequéncia cardiaca,
também foi utilizado um indice normalizado para 75 bpm. Os pacientes foram orientados a

abster-se de fumar e consumir dlcool ou café 24 horas antes do procedimento.

3.3.8. Avaliacdo de parametros clinicos

No momento basal foi avaliada a pressao arterial de consultério apés 5 minutos de
repouso na posi¢do sentada. Foram realizadas 3 afericdes da pressao arterial, com intervalos de
1 min entre cada uma, segundo as recomendacdes preconizadas pelas VII Diretrizes Brasileiras
de Hipertensao Arterial (1). Para tal procedimento, foi utilizado um esfigmoman6émetro digital
validado e calibrado (Omron HEM-711DLX) (138). A pressao de pulso (PP) foi determinada a

partir da razdo dos dados de pressdo arterial sistdlica e diastdlica.

3.3.9. Analise estatistica

As andlises foram realizadas com o software GraphPad Prism 6.0. A normalidade dos
dados e a homogeneidade da variancia foram avaliadas pelos testes Shapiro-Wilk e Levene,
respectivamente. O teste de Mauchly foi usado para avaliar a suposi¢dao de esfericidade e,
sempre que a esfericidade foi violada, a correcdo Greenhouse-Geiser epsilon foi usada. Foi
estimado o tamanho da amostra usando o software G*Power para ANOVA (versdo 3.1.9.2.),
com base na magnitude das diferencas médias nos niveis de pressdo arterial sistélica entre
sessoes de tDCS ou SHAM (118). Considerando o tamanho do efeito de 0,45 (118), poder de
80% e nivel de significancia de 5%, o tamanho da amostra foi estimado em 10 participantes.
As varidveis do teste de exercicio cardiopulmonar foram analisadas com um teste t pareado
bicaudal. Parametros hemodinamicos (centrais e periféricos) e autondomicos foram analisados
por ANOVA de duas vias para medidas repetidas, seguida do pds-teste de Bonferroni. O nivel

de significancia foi estabelecido em p < 0,05.
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4. RESULTADOS
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“Acute transcranial direct current stimulation (tdcs) improves ventilatory variability and
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ABSTRACT

Here, we assessed the impact of one session of transcranial direct current stimulation (tDCS)
or SHAM (20 min, each) on ventilatory responses to cardiopulmonary exercise test, central and
peripheral blood pressure (BP), and autonomic modulation in resistant hypertensive (RHT)
patients. RHT subjects (n= 13) were randomly submitted to SHAM and tDCS crossing sessions
(1 week of “washout”). Patients and a technician who set the tDCS/Sham room up were both
blind. After brain stimulation, patients were submitted to a cardiopulmonary exercise test to
evaluate ventilatory and cardiovascular response to exercise. Hemodynamic (Finometer®,
Beatscope), and autonomic variables were measured at baseline (before tDCS/Sham) and after
incremental exercise. Results: Our study shows that tDCS condition improved heart rate
recovery, VO2 peak, and vagal modulation (after cardiopulmonary exercise test); attenuated
the ventilatory variability response, central and peripheral blood pressure well as sympathetic
modulation (after cardiopulmonary exercise test) in comparison with SHAM. These data
suggest that acute tDCS sessions prevented oscillatory ventilation behavior during the
cardiopulmonary exercise test and mitigated the increase of systolic blood pressure in RHT
patients. After the exercise test, tDCS promotes better vagal reentry and improved autonomic
modulation, possibly reducing central blood pressure and aortic augmentation index compared
to SHAM. Brazilian Registry of Clinical Trials (ReBEC):
https://ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-8n7c9p.

Keywords: Resistant hypertension; Transcranial direct current stimulation (tDCS);
Cardiopulmonary exercise test; Exercise oscillatory ventilation; Autonomic modulation; Blood

pressure.
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INTRODUCTION

Resistant hypertension (RHT) is a high-risk phenotype of hypertension in which the
patients typically have long histories of severe blood pressure (BP) elevation, predisposing
them to higher cardiovascular risk (1). Accumulated evidence in the last years suggests that the
development and maintenance of RHT are multifactorial; however, the pathophysiological
mechanisms remain incomplete. The autonomic nervous system imbalance has a critical role in
hypertension, and sympathetic hyperactivity may consistently contribute to the initiation,
maintenance, and progression of RHT (2,3). Higher sympathetic nerve activity and circulating
norepinephrine levels have been observed in RHT subjects than normotensives or non-resistant
hypertensives (4). Old age, obesity, and target organ lesion were the main clinical features that

differentiate RHT from non-RHT patients (5).

The cardiopulmonary exercise test (CPET) remains a versatile tool providing valuable
diagnostic and prognostic information, and several parameters of CPET are independent
predictors of mortality for patients with cardiovascular diseases (6). However, more recently,
the interest in ventilatory parameters observed during CPET has emerged. The cyclic
fluctuation of minute ventilation (VE), tidal volume (Vt), oxygen uptake (VO2), carbon dioxide
production (VCO?2), and partial pressure of end-tidal carbon dioxide in exhaled air (PetCO2)
evaluations have been helped the clinicians to determine the periodic breathing (7). Exercise
oscillatory ventilation was first described two centuries ago and was observed in normal
individuals with a broad cardiovascular risk profile (8), subjects with cardiovascular disease,
patients who have undergone liver transplantation, and patients with anemia (9). However,
exercise oscillatory ventilation is widely recognized in heart failure patients with reduced
ejection fraction (10), is present in 17-51% of patients (11), and its occurrence seems to be

directly associated with an increased risk of cardiovascular death (12).

On the other hand, transcranial direct current stimulation (tDCS), a noninvasive brain
stimulation tool, has been applied as adjuvant therapy for clinical conditions and to improve the
athlete’s performance (13). However, little is known about the influence of tDCS on
cardiorespiratory centers and cardiovascular autonomic modulation. In the past years, there
were contradictions about the effects of tDCS on cardiovascular autonomic modulation. Studies
have shown an increase in sympathetic discharge (14), and an improvement in heart rate
variability (15,16). Regarding this issue, a meta-analyses suggests promising evidence non-

invasive brain stimulation methods could be tested as a potential therapeutic tool to diminish
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heart rate and increase heart rate variability (17). Since that studies using functional magnetic
resonance imaging to assess the connection of the M1 area and autonomic nervous system were
not found, it is already known that cortical motor areas, including M1, project directly to the
reticular formation regions and the spinal cord (18-20), and motor network on the adrenal
medulla is mediated by corticospinal and corticobulbar-spinal pathways. Classical physiologic
studies demonstrated that stimulation of M1, primary somatic sensory cortex (S1), and dorsal

premotor areas evoked changes in blood pressure (21,22).

Previous studies observed the benefits of tDCS on hemodynamic and cardiovascular
autonomic modulation in healthy and hypertensives subjects (23-25). Additionally, tDCS
improved exercise performance and increased excess post-exercise oxygen consumption, VO2,
energy expenditure, exercise tolerance, and other post-exercise hypotension (25,26). However,
to our knowledge, no study has evaluated the effects of tDCS on exercise oscillatory ventilation
and autonomic modulation in RHT patients. Here, we hypothesized that an acute session of
tDCS could change exercise oscillatory ventilation behavior and mitigate sympathetic
overactivation after CPET in elderly RHT patients. If this hypothesis is confirmed, this study
will serve as a basis for further investigations with prolonged interventions with tDCS in the
management of autonomic and ventilatory dysfunctions in RHT patients. Thus, we aimed to
investigate the influence of tDCS on 1) ventilatory parameters during CPET, ii) central and

peripheral blood pressure, and iii) cardiovascular autonomic responses in RHT subjects.

MATERIALS AND METHODS
Subjects

Thirteen resistant hypertensive volunteers from the Outpatient Hypertension Clinic of
the University of Campinas (Unicamp, Campinas, Brazil) were screened for this study. This
protocol was approved by the Ethical in Research Committee of the School of Medical
Sciences, University of Campinas (Campinas, Brazil) and performed following the Declaration
of Helsinki. All participants signed a written consent form before being included in the study
(approval 1n0.2.681.083/CAAE: 86618317.0.0000.5404). This study was registered at the
Brazilian Registry of Clinical Trials (ReBEC) under Register Number: RBR-8n7c¢9p.stem.

Patients were included after at least a 6-month screening protocol for diagnosing RHT

and checking adherence to pharmacological and non-pharmacological therapy. Two
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ambulatory blood pressure monitoring (ABPM) were performed to exclude white-coat
hypertension, and pill counts assessed lack of adherence. Patients with an adherence rate below
80% of the prescribed medication were excluded from our sample. We tested patients for renal
artery stenosis; pheochromocytoma; primary hyperaldosteronism (aldosterone renin ratio —
ARR > 20 ng/dL per ng/mL per hour); Cushing syndrome (by assessing cortisol and
adrenocorticotropic hormone levels); and obstructive sleep apnea (classified as "high risk"
according to Berlin questionnaire), to exclude secondary causes of hypertension. Other
exclusion criteria were: clinically evident coronary artery or cerebrovascular diseases,
significant impaired renal or liver function, myocardial infarction or peripheral vascular

disease, pacemakers or other implanted electronic devices, and depression.

Study design

This study had a double-blinded, randomized crossover with a placebo (SHAM) design.
The participants were interviewed for their demographic characteristics and medication use on
the first visit, assessed for body weight, height, and office blood pressure. On the second visit,
applanation tonometry was performed to assess noninvasive central hemodynamic variables
(SphygmoCor CPV system, AtCor Medical, USA). After this procedure, subjects were assessed
to 20 minutes of photoplethysmography with beat-to-beat signal (Finometer®, Finapres Medical
System BV, Netherlands) to evaluate hemodynamic and autonomic variables. Then, subjects
participated in the first randomized stage of the protocol. An investigator not involved in the
assessment, intervention, or statistical analysis, conducted the randomization (1:1) of subjects
and programmed the device for the tDCS or SHAM sessions. tDCS (Model DC-Stimulator
Plus; NeuroConn GmbH, Germany) was performed with anodal excitation, 0.06 mA/cm?, in
the M1 region, 20 minutes in the primary motor cortex. Placebo (SHAM) sessions were
constituted by the electrode positions and stimulation parameters identical to anodal stimulus.
The excitation stopped after a ramp-up and ramp-down period of 30 s each to provide an

equivalent scalp sensation.

Promptly after the tDCS/SHAM session, subjects performed a cardiopulmonary
exercise test (CPET) on a cycle ergometer (Lode — Corival CPET, Lode B.V., Netherlands®)
with a ramp protocol, and breath-by-breath gas exchange during exercise was measured
(MedGraphics, St. Paul, MN, USA). At the end of CPET, patients were reassessed by
applanation tonometry and photoplethysmography with the beat-to-beat signal. After one week
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of "washout," subjects were submitted to the same procedures, crossing the type of intervention

(SHAM or tDCS) (Fig. 1).

Baseline Stimulation CPX After CPX
1 week
5 °® :
Photoplethysmography  : Photoplethysmography :
(15 min) (15 min)
£ SHAM :
Autonomic g (20 min) Autonomic ><
Assessment § Py Y Assessment
= Crossing
< .
Central blood pressure & : ¢ Central blood pressure : of groups
(Sphygmocor®) : : Ventilatory : (Sphygmocor®)
tDCS parameters :
(20 min) evaluation

Figure 1. Experimental design. CPET — cardiopulmonary exercise test.

Procedures
Office BP Measurements

Office BP was measured using a certified digital sphygmomanometer (HEM-907 XL OMRON
Healthcare Inc., Bannockburn, IL, USA) by a trained health professional, according to the
European Society Hypertension (ESH) 2018 guidelines (27).

Central Blood Pressure

Applanation tonometry was performed to assess noninvasive central hemodynamic
variables and pulse wave velocity (PWV) using the SphygmoCor system (AtCor Medical,
Sydney, Australia). Consecutive measurements of the carotid and femoral artery pulse waves
were electrocardiogram gated. The distance between the two sites was measured on the body
surface to determine aortic PWV in meters/second (m/s). The total distance between the carotid
and femoral arteries was used for measurement. The average measurements throughout 8 s (9-
10 cardiac cycles) were calculated after excluding extreme values (above or below four standard

deviations).
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After 20 sequential waveforms were acquired and averaged, a validated generalized
mathematical transfer function was used to synthesize the corresponding central aortic pressure

wave (28).

The Augmentation Index (Alx), defined by the ratio between the pressure exerted by
the reflected wave and the ejection wave, was evaluated. This index is expressed as a percentage
of the Central Pulse Pressure (Alx = BP/central pulse pressure (cPP) x 100%). Since AlX is
influenced by heart rate, an index normalized for 75 bpm was used too. The patients were

required to abstain from smoking and consuming alcohol or coffee 24-h before the procedure.

Hemodynamic and Autonomic Indexes

With patients in a sitting position, after 15 minutes of rest, continuous beat-to-beat blood
pressure waves were obtained by a digital photoplethysmography device (Finometer®,
Finapress Medical System BV, Netherlands) for 20 minutes. The waveforms were
simultaneously recorded on another computer to acquire and convert the biological signals
AT/MCA-CODAS (DATAC Instruments Inc., Akron, Ohio, USA). The sampling frequency of
signals was 1000 Hz.

The stored data from photoplethysmography underwent a routine analysis (spectral
analysis) to provide pulse interval (PI) and systolic blood pressure (SBP) variability. Although
the PI variability assessment may be considered less accurate than measuring heart rate
variability by electrocardiogram, some studies have demonstrated the agreement between heart

rate variability and PI variability (29-31).

Beat-to-beat BP was analyzed using a specialized algorithm implemented for Matlab
MT (MATLAB 6.0, Mathworks, USA), which automatically detects SBP and DBP waves.
Spectral analysis was performed within the final 10 minutes of recording. Pulse interval (PI)
was calculated as the difference between the cycle's start and endpoints (t1-t0). The spectral
power density of the SBP and the PI range were computed using the Fast Fourier Transform
and the Welch method. To set the window length was established in 5 minutes, excluding the

first and last 7,5 minutes.

In the time domain, we analyzed: SDNN (standard deviation of normal-to-normal (NN)
PI) and VAR PI (total variance of PI); RMSSD (the square root of the mean of the sum of the

squares of differences between adjacent NN intervals, which represents cardiac vagal
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modulation of PI) and VAR SAP (variance of systolic blood pressure in short-time). The
spectral bands evaluated for humans were defined as very-low-frequency (VLF: 0.007-0.04
Hz), low-frequency (LF: 0.04-0.15 Hz), high-frequency (HF: 0.15-0.4 Hz), and total power.
The ratio for the absolute values for the LF band of PI and HF band of PI (LF/HF) was also
calculated as a representative of autonomic balance. Spontaneous baroreflex sensitivity was

assessed through the alpha index (R-R LF ms%LF mmHg?) (24).

The HF component of PI variability has been related to the efferent vagal modulation.
However, the interpretation of the LF component of PI is more controversial since that includes
the influences of sympathetic and parasympathetic modulation (29). Also, there is evidence that
the LF component of SBP variability is influenced by sympathetic modulation of vascular tone
and myogenic vascular function (32). Furthermore, the assessment of blood pressure variability
in very short-term (beat-to-beat) reflects the influences of central and reflex autonomic

modulation, elastic properties of arteries, humoral and emotional factors (33).

Transcranial Direct Current Stimulation (tDCS)

The primary motor cortex region (M1) was chosen as the target for tDCS and was
stimulated by a constant current stimulator (Model DC-Stimulator Plus; NeuroConn GmbH,
Germany). With a 5.0 x 7.0 cm electrode (35cm? area) housed in saline-soaked sponges, an
anodal stimulation in the M1 region is positioned in the C3 area (using the International 10-20
EEG system), and the cathode was placed in the right supraorbital region. A current density of
0.06 mA/cm? and an intensity of 2.0 mA were applied on the scalp with a duration of 20 minutes
per active session. The electrode positions and stimulation parameters for placebo SHAM were
the same as those used for anodal stimulation. The stimulation stopped after a ramp-up and
ramp-down period of the 30s each to provide an equivalent scalp sensation. Thus, for SHAM
stimulation, the device switched off automatically after the 30s of stimulation. The device
display remained, indicating the stimulation time, regardless of whether the active or SHAM
current was provided. Previous work demonstrated that this type of blinding is effective at low
stimulation intensities (34). Afterward, we stimulate the patients to describe the sensation in the

subsequent crossover sessions, asking if it was similar to the previous session (24).
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Cardiopulmonary Exercise Testing (CPET) and Ventilatory Variables

All RHT patients underwent a maximum ramp-incremental CPET on an
electromagnetically braked cycle ergometer after tDCS and SHAM sessions. A ramp protocol
with constant load increase (7.5 to 15 W/min, speed from 60 to 70 rpm) was applied, while
respiratory indicators were measured, such as oxygen uptake (VO2), carbon dioxide output

(VCO2), and minute ventilation (VE).

CPET was used to evaluate: VO2 at the peak of exercise (VO2peak) and the VE/VCO2
slope. VO2peak was determined as the highest average value of VO2 data measured 20 seconds
before the end of the exercise. The slope of VE/VCO2 that expresses the ventilatory response
to exercise was calculated by linear regression from the exercise onset to the anaerobic
threshold, as the relationship is linear at that time. Other variables evaluated were partial
pressure of end-tidal carbon dioxide (PETCO2) at peak exercise, tidal volume (Vt), and

respiratory rate (RRmax) at peak exercise.

Assessment and Quantification of Oscillatory Ventilation

After performing the CPET, pulmonary ventilation values (L/min), expressed as
averages of 10s, were transferred to a software (Microsoft Excel) and converted into graphs,
where the peak and valley sequential values related to pulmonary ventilation were identified,

giving rise to respiratory cycles (35,36).

The values of breath-to-breath of pulmonary ventilation (VE, L/min), total respiratory
time (Ttot, s), respiratory rate (RR, cycles/min), and tidal volume (Vt, L/cycle) expressed during
the exercise will be transferred to a software (Microsoft Excel). The ventilatory variability in
the time domain of each variable was determined by the standard deviation of the differences
between all adjacent intervals (SD). The square root of the sum of squares of the differences
between all adjacent intervals (RMSDD). Bearing in mind that the test duration can influence
the results presented, both calculations will be normalized by the number of intervals displayed

by each patient during exercise (SD / n and RMSSD / n, respectively) (36,37).
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Statistical Analyses

Analyses were performed using the GraphPad Prism 6.0 software. The normality of data
and homogeneity of variance were assessed using the Shapiro-Wilk and Levene tests,
respectively. Mauchly’s test was used to evaluate the sphericity assumption and, whenever
sphericity was violated, Greenhouse-Geiser epsilon correction was used. We estimated sample
size was using G*Power software to ANOVA (version 3.1.9.2.), based on the magnitude of the
mean differences in systolic blood pressure levels among tDCS or SHAM sessions (24). The
sample size was estimated to be 10 participants per group, considering an ES set at 0.45 (24), a
power of 80%, and a significance level at 5%. G*Power calculations are based on a
nondirectional y2-test situation. CPET variables were analyzed with a 2-tailed paired t-test.
Hemodynamic (central and peripheral) and autonomic parameters were analyzed by repeated-
measures two-way ANOVA, followed by Bonferroni post-test. The significance level was set

at p <0.05.

RESULTS

The sample consisted of 13 RHT subjects (70+5 years old; 8 women). Table 1 shows
the characteristics of the subjects enrolled in the present study. All subjects tolerated tDCS and

cardiopulmonary exercise tests well. None of them reported any side effects upon request.

Table 1. Characteristics of resistant hypertensive subjects (RHT).

Resistant Hypertensive Subjects (n=13)

Age (yrs) 69 +7
Women, n (%) 7 (53)
Diabetes Mellitus, n (%) 4 (30)

BMI (Kg/m?) 29+9
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Free Fat Mass (Kg) 56 (45-73)
Fat Mass (Kg) 27+9
Office SBP (mmHg) 145.12+12.09
Office DBP (mmHg) 89.214£9.65
Office MBP (mmHg) 108.32+11.03
Heart Rate (bpm) 71.22+14.34

Antihypertensive Drugs

N. of Classes 4+1
Diuretics, n (%) 13 (100)
Espironolactone, n (%) 3127)
Beta-blockers, n (%) 6 (54)
ACEi and ARBs, n (%) 12 (92)
CCBs, n (%) 8 (72)

BMI - body mass index; SBP — systolic blood pressure; DBP — diastolic blood pressure; MBP
—mean blood pressure; ACEi — angiotensin-converting enzyme inhibitors; ARBs — angiotensin
receptor blockers; CCBs — calcium channel blockers.

Regarding the cardiovascular response to incremental exercise, tDCS condition
improved heart rate recovery (in 1 and 2 minutes) and attenuated systolic blood pressure peak
reached in the cardiopulmonary exercise test if compared with SHAM as shown in Table 2.
Next, we focused on respiratory variables during the cardiopulmonary exercise test and
investigated whether tDCS could change these parameters. Tidal volume (Vt), respiratory rate
(RR), and minute ventilation (VE) were not different between tDCS and SHAM conditions.
However, VO2 peak, VE/VCO?2 slope, and VE/VO2 slope were increased by tDCS session
(Table 2).
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Table 2. Cardiopulmonary exercise test parameters after SHAM and tDCS.

SHAM (n=14) tDCS (n=14) P value
Work rate peak (W) 753 +£13.2 81.4+19.2 0.3662
Rest heart rate (bpm) 71.5+11.4 75.3+12.6 0.4240
Max heart rate (bpm) 142.6 +£15.8 147.4+11.7 0.3832
AHRR 1 min (bpm) 25.7+£8.3 33.9+9.1* 0.0245
AHRR 2 min (bpm) 58.3+12.5 72.2+14.3*%  0.0144
Rest systolic BP (mmHg) 135.5+16.2 139.8+13.7  0.4231
Rest diastolic BP (mmHg) 85.2+9.8 87.5+£10.2 0.5632
Max systolic BP (mmHg) 181.7+15.8 165.2+13.9*%  0.0404
Max diastolic BP (mmHg) 89.1+12.8 91.7+10.5 0.5657
Vt (L) 1.13+£0.23 1.10 £0.20 0.7258
RR (breaths/min) 29.75 £5.70 30.3246.12 0.9142
VE (mL/min) 34.43+£12.90 34.11£14.45  0.9507
VO2 peak (mL/Kg/min™) 17.83+£3.45 21.89+4.53*  0.0300
VE/VCO?2 Slope 31.44 £3.87 23.41£10.12*  0.0108
VE/VO2 Slope 31.49 £2.98 35.04£2.13*  0.0211
Pet CO2 (mmHg) 38.55+£2.98 39.62+4.57 0.6099

Data are reported as mean + SD. Statistical differences were demonstrated by paired T-test.
AHRR — a delta of heart rate recovery; BP — blood pressure; Vt - tidal volume; RR — the
respiratory rate at the peak of exercise; VE - minute ventilation; VO2 peak-peak of oxygen
consumption; VE/VCO2 slope - the relationship between minute ventilation and carbon dioxide
production; VE/VO2 slope - the relationship between minute ventilation and oxygen
consumption. * P<0.05 vs. SHAM.

To determine whether tDCS could extend its effects to breath-to-breath analysis, we
performed a linear method of time-domain evaluation obtained in the cardiopulmonary test.
tDCS condition reduced SD-RR (Fig. 2A), RMSSD-RR (Fig. 2B), and SD-Vt (Fig. 2C) as
compared to SHAM. However, tDCS did not change RMSSD-Vt (Fig. 2D), SD-VE (Fig. 2E),
and RMSSD-VE (Fig. 2F) in RHT patients.



42

A B
*P=0.0401 =
. ‘2 60- *P=0.0248
E 60 | l Ng , ,
= £
£ 40 | g 40- T
E -
]
= 20+ § 20
= 2
a 7
wnn 0- r E 0- T
SHAM tDCS & SHAM tDCS
C D
*P=0.0259
41 | | 8- P=0.3563

w
1

-

_|

SD-Vt (L/min/breath)
N

RMSSD-Vt (L/min/breath)

1- 5]
0- - 0- :
SHAM tDCS SHAM tDCS
E F
- % P=0.4316
£ 100, P=0.6788 £ 50- ! !
5 100 | | z
= 80 = 40- |
~ | o=
é 60- S 30
= 40 E 0]
E g
= 201 > 10-
% Z
a2 o : 7 0 .
2 SHAM tDCS 2 SHAM tDCS

Figure. 2. Linear time-domain analysis of breath-to-breath obtained in the cardiopulmonary
test after SHAM and tDCS stimulations. Panel A. Standard deviation (SD) of the differences
between all the normal adjacent intervals of the breaths per minute (SD-RR); Panel B. Square
root of the sum of the squares of the differences between all the adjacent intervals of RR (
RMSSD-RR); Panel C. SD of tidal volume (SD-Vt); Panel D. RMSSD-Vt; Panel E. SD of
minute ventilation (SD-VE). Panel F. RMSSD-VE. Data are presented as mean + SD.
Statistical differences were demonstrated by paired T-test. * Difference vs. SHAM.
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Next, we focused on central blood pressure evaluation before and after the CPET.
Central systolic blood pressure values were increased in both experimental conditions after the
test. However, tDCS was able to mitigate such increases (Fig. 3A) as compared with SHAM.
The central diastolic pressure values were increased only in the SHAM condition after the test,
reaching higher levels than the tDCS condition (Fig. 3B). Mean central blood pressure was
reduced in the tDCS vs. SHAM condition (Fig. 3C). The central pulse pressure was not changed
(Fig. 3D). Amplification Index (Al) (%, Fig. 3E) and Alx (@HR75%, Fig. 3F) values were

reduced in tDCS conditions compared with SHAM and baseline evaluations.
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Figure 3. Applanation tonometry method to determine the effects of tDCS on the central blood
pressure and pulse waves behavior after cardiopulmonary exercise test (CPET). Panel A.
Central systolic blood pressure (BP) [P=0.0076 vs. SHAM; Interaction: P=0.0182]; Panel B.
Central diastolic BP [P=0.0030 vs. SHAM; Interaction: P=0.0192]; Panel C. Central mean BP
[P=0.0320 vs. SHAM; Interaction: P=0.0002]; Panel D. Central pulse pressure [P=0.2692 vs.
SHAM; Interaction: P=0.1890]; Panel E. Augmentation Index (AIx) expressed in % [P<0.0001
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vs. SHAM; Interaction: P=0.0002]; Panel F. Aix normalized for a heart rate of 75 bpm
[P<0.0001 vs. SHAM; Interaction: P<0.0001]. Repeated-measures two-way ANOVA, followed
by Bonferroni post-test. *Difference vs. SHAM; #P<0.05 vs. baseline.

Since the exacerbated response of the sympathetic nervous to exercise can trigger
cardiovascular events, we also investigated whether a tDCS session before a cardiopulmonary
exercise test could attenuate cardiac and peripheral autonomic modulation responses (Table 3).
tDCS condition attenuated the reduction of pulse interval variance (Var PI) [P=0.0074 vs.
SHAM; Interaction: P=0.0065], RMSSD [P=0.0021 vs. SHAM; Interaction: P=0.0069], HF
band in absolute values [P=0.0060 vs. SHAM; Interaction: P=0.0105], and spontaneous
baroreflex (a Index) [P=0.0293 vs. SHAM; Interaction: P=0.0360] as compared to SHAM.
tDCS condition attenuated autonomic balance (LF/HF ratio) [P=0021 vs. SHAM; Interaction:
P=0.0002], variance of systolic blood pressure (Var SBP) [P=0.0022 vs. SHAM; Interaction:
P=0.0011], and LF band of SBP [P=0.0041 vs. SHAM; Interaction: P=0.0106] increase as
compared with SHAM.
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Table 3. tDCS or SHAM effects on pulse interval and systolic blood pressure variability

responses in baseline and after cardiopulmonary exercise test (CPET).

SHAM tDCS P vs. Sham
Baseline 35.8+7.7 35.2+6.6
SDNN (ms) 0.0175
After CPET 25.3+3.84# 32.7+7 4%
Baseline 1270.9+474.9 1276.1+403.9
Var PI (ms?) 0.0074
After CPET 669.0+156.4# 1061.24+324.6*
Baseline 27.7+8.4 28.2+6.13
RMSSD (ms) 0.0021
After CPET 13.944.1# 22.0+5.23*
Baseline 873.5£119.3 885.8+108.9
LF (ms?) 0.0143
After CPET 602.9+86.44# 827.7+£72.4%
Baseline 75.8+14.3 71.1+13.6
LF (%) 0.0835
After CPET 88.1+10.6 78.1+13.3
Baseline 205.1+44.5 204.8+38.6
HF (ms?) 0.0060
After CPET 70.6+£26.3# 233.2+47 4%
Baseline 22.1+6.3 24.5+8.3
HF (%) 0.0875
After CPET 12.345.6 21.9+7.2
Baseline 4.4+1.1 4.3+0.9 0.0021
LF/HF
After CPET 15.6+4.5# 7.942 3#*
Baseline 12.4+1.8 12.5+2.1
SD SBP (mmHg) 0.8820
After CPET 19.3+£3.74# 16.5£2.5#
Baseline 151.7428.5 154.3+31.7
Var SBP (mmHg?) 0.0022
After CPET 377.0+68.6# 286.0+49.14#*
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Baseline 28.1+4.2 29.7+4.0 0.0041
LF SBP (mmHg?)
After CPET 72.3£7.3# 41.745.8#*
o Index (LF, Baseline 5.5+0.5 5.5+0.1
0.0293
ms/mmHg) After CPET 2.8+0.1# 4.4+0.1*

Data are expressed as mean + SD. Repeated measures ANOVA with Bonferroni post-test.
SDNN - standard deviation of normal to normal RR interval; Var PI — pulse interval variance;
RMSSD - square root of the mean of the square of the differences between adjacent standard
RR intervals; LF - low-frequency band; HF - high-frequency band; LF / HF ratio - autonomic
balance; Var SBP - variance of systolic blood pressure; LF SBP - low-frequency band of
systolic blood pressure; o Index — spontaneous baroreflex.

DISCUSSION

Here, we demonstrated that tDCS improved exercise ventilatory variables and
cardiorespiratory capacity and attenuated exacerbated hemodynamic and autonomic responses
to cardiopulmonary exercise tests in RHT patients. We used the tDCS on the primary motor
cortex region (M1) to demonstrate these effects since this tool has been previously shown to
modulate blood pressure and the autonomic nervous system in non-resistant hypertensives (24).
Specifically, our study shows that tDCS improved heart rate recovery, VO2 peak, and vagal
modulation (after cardiopulmonary exercise test); attenuated the ventilatory variability
responses, central and peripheral blood pressure, and sympathetic modulation (after

cardiopulmonary exercise test) in comparison with SHAM.

The ergogenic effects of tDCS have been studied in healthy and physically active
subjects showing conflicting results (38,39). In the present study, 20 minutes of anodal tDCS
in the M1 area increased the VO2 peak by 15 - 20%; and reduced the VE/ VCO?2 slope values
in RHT patients. The improvement in aerobic capacity during exercise by tDCS has been
attributed to at least two hypotheses. The first one concerns that tDCS might modulate cerebral
areas related to respiratory control since anodal tDCS increases oxyhemoglobin concentration
and regional cerebral blood flow (39,40). Another hypothesis reveals that tDCS may trigger an
analgesic effect to exercise (40,41). The sensation of pain plays an essential role in exercise
tolerance due to its afferent feedback that may have been modulated by tDCS (42). A reduction
in the VE/VCO?2 slope observed in RHT patients after tDCS may have a relevant clinical

impact. This variable represents the ventilation increase in response to CO2 production,
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reflecting in an increased ventilatory drive (43), and has been widely used as a marker for
morbidity and mortality in heart failure, pulmonary arterial hypertension, and adults with

congenital heart disease (44,45).

Despite the potential clinical relevance, identifying exercise oscillatory ventilation has
some limitations, mainly regarding their qualitative assessment that may underestimate the
diagnosis (36,37). Thus, the methods capable of quantifying and stratifying the oscillatory
behavior of pulmonary ventilation during exercise can improve these patients' assessment.
Some authors have proposed the evaluation of time-domain variabilities of VE, respiratory rate
(RR), and Vt during exercise, calculated by the standard deviation (SD) and the root mean

square of successive differences (RMSSD) (36,37) as possible alternatives.

To further investigate whether tDCS changes the ventilatory variability in RHT patients,
we evaluated breath-to-breath analysis by a linear method of time-domain evaluation obtained
in the cardiopulmonary test. Between typical pattern and periodic breathing, multiple abnormal
ventilatory variability (periodic breathing) responses during exercise have been observed and
confer poor prognosis in heart failure patients (6). We demonstrated that the tDCS condition
reduced SD-RR, RMSSD-RR, and SD-Vt in these subjects compared with SHAM. In RHT
patients, there are no studies that demonstrate the presence of periodic breathing during
exercise. Comparing our results (SHAM group) with the data from Castro et al. (37), SD-RR,
RMSSD-RR, and SD-Vt values are similar to heart failure patients, suggesting that periodic
breathing was present in RHT. A possible mechanism of periodic breathing in RHT patients
may be sympathetic hyperactivity, previously observed (46). It is possible that hyperventilation,
triggered by the sympathetic overdrive, overstimulates intrapulmonary receptors,

chemoreceptors, and metaboreceptors (6,47).

Regarding cardiac autonomic control, past studies have shown contradictory effects.
Clancy et al. (16) observed that tDCS on the motor cortex shifts autonomic nervous system
balance toward sympathetic dominance in healthy subjects. Raimundo et al. (14) did not
observed changes in autonomic function, ventilation rate or core body temperature in healthy
volunteers. However, currently, the findings in the literature have pointed out that tDCS can

positively modulate heart rate variability, even in stroke patients (17).

Regarding this issue, our group has previously demonstrated that one session of tDCS
promotes an increase in parasympathetic and reduces sympathetic modulation in patients with

essential hypertension (24). In the present study, tDCS attenuated RMSSD and HF band
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reduction after the cardiopulmonary exercise test compared with SHAM. Additionally, tDCS
displayed a prevented exacerbated increase of sympathetic modulation to the heart (LF of pulse
interval) and vessels (LF of systolic blood pressure), probably reducing the LF/HF ratio systolic
blood pressure variability after incremental exercise. The present study extends our previous
finding by showing that tDCS improves the vagal reentry in RHT subjects, as demonstrated by
better parasympathetic modulation and heart rate recovery (in 1 and 2 minutes) after the end
cardiopulmonary exercise test. The stimulation on the M1 area might also have reached
subcortical areas, such as the insular cortex promoting the autonomic nervous system control
area's communication, triggering an increase in parasympathetic modulation (41). Our findings
agree with the neurovisceral integration model, which states an integrated neural circuitry,

initially orchestrated by the prefrontal cortex, regulating parasympathetic and sympathetic

branches (48,49).

Testing the effect of a single session of tDCS on the left temporal lobe, topographically
closest to the insular cortex, Petrocchi et al. (49) observed an increase in vagal modulation in
healthy subjects matched for age sex, anxiety levels, and depression. Similarly, a session of
tDCS increased the heart rate variability in athletes, reducing sympathovagal balance
(15,25,42). In a study design slightly like our, Okano et al. (42) observed that tDCS session
applied in cyclists before exercise displayed a delay in vagal withdrawal and better physical
performance during a maximum incremental exercise test. Although we did not evaluate the
autonomic modulation during exercise, it was possible to observe that the maximum systolic
pressure obtained on the cardiopulmonary exercise test was lower in the tDCS condition than
in SHAM. This data added to a better heart rate recovery can indicate less sympathetic

exacerbation during the incremental exercise test and faster vagal reentry in RHT patients.

Another critical finding observed in the present study was preventing a significant
increase in the central blood pressure and reduced pulse wave amplification by tDCS.
Compared with brachial blood pressure, central systolic blood pressure values can better
indicate target organs (50). Central and peripheral blood pressure rise gradually together to
exercise intensity. A proposed mechanism associated with the augmentation of central blood
pressure during exercise is the increases in forwarding propagating waves generated by left
ventricular ejection and a minor role for wave reflection (51). In the present study, we assume
that tDCS sessions prevented exacerbated sympathetic modulation during exercise, and forward

propagating waves generated by left ventricular ejection can be reduced, reflecting in smaller
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values of central blood pressure after exercise. It is essential to highlight that better vagal reentry

after exercise can have contributed to this finding.

To our know knowledge, this is the first study attempting to identify cardiorespiratory
and autonomic responses to exercise in RHT patients previously submitted to a tDCS session.
This study's strengths include the experimental design (crossover), the characterization and
selection of RHT volunteers, and the "blindness." Some limitations of this study need to be
addressed. A small sample size, the lack of central hemodynamic and echocardiographic
evaluation during incremental exercise, and a comparison with non-RHT patients can be

considered limitations of our study.

In conclusion, acute tDCS sessions prevented oscillatory ventilation behavior during the
cardiopulmonary exercise test and mitigated the increase of systolic blood pressure in RHT
patients. After the exercise test, tDCS promotes better vagal reentry and improved autonomic
modulation, possibly reducing central blood pressure and aortic augmentation index compared
to SHAM. More extensive clinical trials, crescent efforts in biotechnology, miniaturizing
devices, software developments, and wireless systems may make the technique valuable and

easy to use for cardiovascular disorders with cardiorespiratory changes such as RHT.
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5. CONCLUSAO

Uma sessdo aguda de estimulacdo transcraniana por corrente continua melhorou o
comportamento oscilatério da ventilagdo durante o teste de esforco cardiopulmonar e atenuou
o aumento da PA em pacientes hipertensos resistentes. Apds o exercicio, a estimulagcdo
transcraniana por corrente continua promoveu melhora da reentrada vagal e melhora da
modulacdo autondmica, possivelmente reduzindo a pressao arterial central e os indices de
amplifica¢do da onda de pulso adértica comparado a intervencdo SHAM. Ensaios clinicos mais
extensos, esforcos crescentes em biotecnologia, miniaturizacdo de dispositivos,
desenvolvimento de softwares e sistemas sem fio podem tornar a técnica valiosa e facil de usar
para disturbios cardiovasculares com alteracOes cardiorrespiratorias, como a hipertensao

arterial resistente.
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