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RESUMO

Apos o periodo da menopausa, as mulheres passam a ter alta prevaléncia de hipertensdo arterial.
Embora os mecanismos ndo estejam completamente elucidados, evidéncias em modelos experimentais
atribuem o maior risco de desenvolver doengas cardiovasculares a reducdo dos estrogenos associada
ao estresse oxidativo e disfun¢do endotelial. Ja estd bem estabelecido que o exercicio fisico é capaz de
promover efeitos benéficos sobre o sistema cardiovascular, atuando na via do o6xido nitrico (NO),
vasodilatador considerado essencial para o controle da pressdo arterial (PA). Sua sintese ocorre a partir
da L-arginina e, nesse sentido, muitos estudos demonstraram que a administracdo deste aminoacido
pode melhorar a fungdo vascular. No entanto, ndo foi avaliado se a associacdo de L-arginina e
exercicio fisico potencializa os beneficios alcangados isoladamente, especialmente em mulheres que
apresentam risco cardiovascular. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos cronicos e agudos do
exercicio fisico aerébio, bem como da exposi¢do aguda a L-arginina, sobre respostas cardiovasculares
e biomarcadores enddcrino-metabodlicos em mulheres normotensas (NT) e hipertensas (HT) na pos-
menopausa. Os dados a serem apresentados foram divididos em dois momentos. O objetivo do Estudo
1 foi avaliar os efeitos do treinamento fisico aerobio (TFA) sobre os pardmetros antropométricos,
cardiovasculares e bioquimicos/hormonais em mulheres NT e HT na pés-menopausa. Participaram
deste estudo 33 mulheres NT e 28 HT. Foram realizadas avaliagdes antropométrica, cardiovascular e
de aptiddo fisica, além de exame sanguineo de jejum para andlise de perfil lipidico, glicemia, via
NO/GMPc¢, hormdnios esterdides (cortisol e testosterona) e marcadores do estresse oxidativo
(superdxido dismutase, catalase, malondialdeido). Posteriormente, as participantes foram submetidas a
8 semanas de TFA e, ao final, os parametros foram reavaliados. Os resultados encontrados mostraram
que o TFA pode contribuir para aumentar a ativagdo da via NO/GMPc de mulheres hipertensas na
pos-menopausa, o que poderia melhorar a fungdo endotelial e aumentar a defesa antioxidante nessa
populacdo de alto risco cardiovascular. Embora estudos experimentais sugerem que alteracdes nos
niveis de testosterona e cortisol poderiam estar envolvidos na génese da hipertensdo arterial em
mulheres na pds-menopausa, este estudo ndo encontrou essa associacdo. No Estudo 2 foram avaliados
os efeitos do TFA sobre as respostas cardiovasculares e enddcrino-metabolicas frente a exposi¢do
aguda com exercicio fisico aerébio e administracdo de L-arginina em mulheres NT e HT na pds-
menopausa. As participantes foram divididas em 3 grupos, realizando um desafio agudo experimental:
ARG (administragdo de L-arginina); EXE (administragcdo de placebo + exercicio fisico); e ARG+EXE
(administracdo de L-arginina + exercicio fisico). Foram realizadas coletas sanguineas em 4 momentos:
antes da administragdo com L-arginina/placebo, antes de iniciar o exercicio fisico, e por fim, 45 e 90
minutos apds o exercicio, com objetivo de analisar o comportamento da via do NO/GMPc e cortisol.
A PA foi monitorada durante todo o procedimento e¢ em seguida foi instalado o aparelho de
monitorizacdo ambulatorial da PA. Posteriormente, as participantes foram submetidas ao TFA e, ao
final, os parametros foram reavaliados. Em conjunto, os resultados encontrados mostram que o
treinamento fisico foi capaz de promover redugdo na concentragdo de cortisol, bem como na
variabilidade da PA diastolica em mulheres hipertensas na pds-menopausa, alteracdes observadas

somente apds estimulo com a combinagdo de L-arginina e exercicio fisico.

Palavras-chave: Menopausa. Hipertensdo. Exercicio fisico. L-arginina. Cortisol. Oxido nitrico.



ABSTRACT

After menopause, women start to present an increased prevalence of arterial hypertension. Although
the mechanisms have not been completely elucidated, evidences from experimental models have
attributed an increased risk of developing cardiovascular disease in this stage to decreased estrogen
levels associated with oxidative stress and endothelial dysfunction. It is well stablished that physical
exercise may promote beneficial effects on the cardiovascular system, acting on the nitric oxide (NO)
pathway, which is a potent vasodilator released by the endothelium and regarded as essential to blood
pressure (BP) control. The NO synthesis results from L-arginine substrate and several studies have
demonstrated the administration of this amino acid may increase vascular function. However, the
association of L-arginine and physical exercise has not been proved to potentialize the benefits
provided by these elements isolatedly, especially on women presenting increased cardiovascular risk.
Thus, this study aimed to investigate the chronic and acute effects of aerobic physical exercise and of
acute L-arginine administration on the cardiovascular responses and endocrine-metabolic biomarkers
in normotensive (NT) and hypertensive (HT) postmenopausal women as well. For this, the collected
data were presented in two different moments, named Study 1 and Study 2. The objective of Study 1
was to evaluate the aerobic physical training (APT) effects on anthropometric, cardiovascular and
hormonal/biochemical parameters in NT and HT postmenopausal women. Sixty-one postmenopausal
women were enrolled — 33 NT and 28 HT. Anthropometric, cardiovascular and physical capacity were
performed, as well as fasting blood assay to lipid profile, glycemia, NO/cGMP pathway, steroid
hormones (cortisol and testosterone) and biomarkers of oxidative stress (dismutase superoxide,
catalase and malondialdehyde). Posteriorly, all the participants were submitted to 8 weeks of APT and
the parameters were eventually reassessed. Our findings showed that APT can contribute to increase
NO/cGMP pathway activation in hypertensive postmenopausal women, which could improve the
endothelial function and increase the antioxidant defense on this high cardiovascular risk population.
Although experimental studies have suggested that alterations in the cortisol and testosterone levels
could be involved in the genesis of postmenopausal hypertension, we did not find this association.
Study 2 evaluated APT effects on cardiovascular and endocrine-metabolic responses to a challenge
with acute physical exercise and L-arginine administration in NT and HT postmenopausal women.
The participants were divided into 3 groups performing experimental acute challenge as follows: ARG
(L-arginine administration); EXE (placebo administration + physical exercise); and ARG+EXE (L-
arginine administration + physical exercise). Venous blood was collected in 4 moments: before L-
arginine/placebo administration, before the exercise, and then 45 and 90 minutes after the exercise.
The aim was to analyze the NO/cGMP and cortisol behavior. BP was monitored throughout the
process, and then, ambulatory BP. Posteriorly, all the participants were submitted to 8 weeks of APT
and the parameters were eventually reassessed. Our findings showed that APT was able to promote
decreased cortisol levels and diastolic BP variability in hypertensive postmenopausal women, which

were observed after the stimulus with the association of L-arginine and physical exercise.

Keywords: Menopause. Hypertension. Physical exercise. L-arginine. Cortisol. Nitric oxide.
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1. INTRODUCAO

O periodo da pds menopausa esta associado com aumento do risco de desenvolver
doengas cardiovasculares (DCV) nas mulheres (Reckelhoff & Fortepiani, 2004). De fato, a
incidéncia de doencga cardiovascular ¢ menor em mulheres na idade reprodutiva, no entanto,
torna-se similar a do homem apds a menopausa (American Heart Association, 2010). Os
mecanismos responsaveis por este fendmeno ainda ndo foram completamente esclarecidos e
diversas hipoteses tem sido propostas, como a deficiéncia de estrogénio bem como o
desbalanco na razdo estrogénio/androgénio poderiam levar ao aumento da atividade do
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), maior ativacdo do sistema simpatico,
estresse oxidativo, aumento dos mediadores inflamatorios e disfungdo endotelial (Maranon &
Reckelhoft, 2013).

A deficiéncia nas concentragcdes de estrogénio poderia levar a diminuicdo na
produgdo e biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO), um importante vasodilatador produzido
nas células endoteliais, o que poderia explicar, em parte, a alta prevaléncia de hipertensao
arterial em mulheres apos a menopausa (Knowlton & Lee, 2012; Maranon & Reckelhoff,
2013). No entanto, grande parte desses achados sdo baseados em modelo experimental, o que
ndo reflete efetivamente a fisiopatologia presente em mulheres pés-menopausadas.

A terapia de reposicdo hormonal (TRH), por sua vez, tem sido utilizada para o
tratamento dos sintomas na pos-menopausa e para reduzir o risco de doengas
cardiovasculares. Interessantemente, estudos recentes estratificado por idade dados obtidos
em estudos clinicos com TRH e acompanhados pela Women's Health Initiative (WHI)
falharam em demonstrar efeitos cardiovasculares benéficos da resposicdo hormonal e
revelaram, inclusive, o aumento do risco cardiovascular com uso de TRH apds 10 anos de
advento da menopausa (Rossouw et al, 2002; Bhupathiraju & Manson, 2014), sugerindo,
dessa forma, que outros fatores podem estar relacionados a maior génese de hipertensdo em
mulheres ap6s a menopausa.

Além disso, baseado em modelo experimental de menopausa, tem sido
demonstrado que o aumento na producdo de androgénios associado a deficiéncia de
estrogénios poderia levar a aumento de adiposidade visceral, causando elevagdo dos
mediadores inflamatdrios e estresse oxidativo, resultando em hipertensdo arterial (Maranon &
Reckelhoff, 2013). Assim, a hipdtese de que o desbalanco na razdo estrogénio/androgénio

possa explicar a alta prevaléncia de hipertensdo apds a menopausa ¢ plausivel, ainda
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considerando que existe aumento de adiposidade em mulheres pos-menopausadas. No
entanto, mais estudos ainda s3o necessarios para comprovar essa questao.

Por outro lado, acredita-se que o estrogénio possa modular o eixo hipotdlamo-
pituitaria-adrenal, reduzindo os niveis plasmaticos de cortisol (Straub, 2007; Veldhuis,
Sharma & Roelfsema, 2013). Até o momento, se o cortisol possui papel regulatorio
aumentando a pressdo arterial em mulheres apds a menopausa ainda ndo estd estabelecido.
Peeke & Chrousos (1995) mostraram que existe relacdo entre hipercortisolismo e
adisposidade visceral em sujeitos hipertensos. E embora um estudo tenha mostrado que
mulheres jovens apresentam niveis de cortisol menores quando comparados a mulheres pos-
menopausadas (Van Cauter, Leproult & Kupfer, 1996), outros estudos falharam em
demonstrar diferencas entre mulheres na pré e na poés menopausa (Mclnnes et al, 2012;
Yamatani et al, 2013).

Dado o maior risco de eventos cardiovasculares em mulheres apds a menopausa e
associado a ineficaicia da TRH em controlar os niveis de pressdo arterial (PA), varias
estratégias de interven¢do ndo medicamentosas, como dieta e exercicio fisico, sdo utilizadas
para o combate e prevencdo da hipertensdo arterial. Particularmente, o exercicio fisico
desempenha papel muito importante no controle da pressdo arterial. Os efeitos benéficos do
exercicio fisico, principalmente o aerdbio, sdo caracterizados por redugdes dos valores de
repouso da PA, tanto cronicamente, decorrente do treinamento com exercicios fisicos, quanto
agudamente, pois ha uma reducdo da pressdo arterial abaixo dos niveis iniciais de repouso,
decorrente de uma sessdao de exercicio fisico. A magnitude dessa reducdo da PA logo apods
uma sessao de exercicio fisico ¢ dependente de véarios fatores, como intensidade e duragdo do
exercicio, grau de comprometimento causado pela patologia em pacientes com doengas
cardiovasculares e dos niveis iniciais de pressdo arterial antes da realizagdo do exercicio fisico
(Forjaz et al, 2000; MacDonald, 2002; Casonatto et al, 2011; Halliwill et al, 2013).

A reducdo da PA logo apds o exercicio fisico pode estar associada a melhora da
disfuncdo endotelial por meio da maior biodisponibilidade de NO, decorrente da elevacdo do
shear stress e ativagdo de proteinas sensiveis ao fluxo sanguineo presentes nas células
endoteliais (Goto et al, 2007; Zanesco & Antunes, 2007). O NO esta diretamente ligado a
vasodilatagdo e, consequentemente, & melhora da funcdo endotelial durante o exercicio fisico
(Goto et al, 2007). Desta maneira, estratégias como o aumento da biodisponibilidade de NO
através da administra¢do de L-arginina (aminoécido precursor da formagdo do NO), tem sido

utilizada para melhorar o fluxo sanguineo, aumentar a vasodilatacdo e melhorar a regulacao
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da pressao arterial (Gokce, 2004; Boger, 2007; Lucotti et al, 2009; Puga, Novais & Zanesco,
2011).

Poucos estudos investigaram os efeitos decorrentes da administragdo aguda de L-
arginina visando melhorias na satde cardiovascular e metabolica (Lekakis et al, 2002; Neri et
al, 2010; Alvares et al, 2012). Além disso, a associa¢do desta intervencao com a realizagao de
exercicios fisicos ainda carece de novos estudos para verificar seus efeitos conjuntos. Essas
estratégias poderiam beneficiar a regulacdo da pressdo arterial principalmente em populacdes
que possuam maior risco de desenvolver doengas cardivasculares, como mulheres apds a
menopausa. Assim, neste estudo, iremos abordar os efeitos agudos da administracdo de L-
arginina aliada a realizagdo de exercicio fisico aerobio em mulheres hipertensas apos a
menopausa, visando avaliar as respostas cardiometabolicas e os possiveis efeitos benéficos
desta interven¢do nessas mulheres. Além disso, investigamos os mecanismos envolvidos na

génese de hipertensdao em mulheres apds a menopausa.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1) Climatério

O climatério representa a transicdo fisiologica da vida reprodutiva para a ndo
reprodutiva da mulher. Dentro deste periodo de tempo ocorre a menopausa, que representa a
cessacdo permanente dos ciclos menstruais como resultado da perda da atividade folicular
ovariana, sendo reconhecida apds 12 meses consecutivos de amenorréia, sem causa
fisiologica ou patologica. Tomando-se a menopausa como ponto de referéncia, ¢ possivel
dividir o climatério nos periodos de pré-menopausa, perimenopausa € poOs-menopausa

(Fernandes et al, 2007; Weismiller, 2009) (Figura 1).

CLIMATERIO

Menopausa
|

Perimenopausa

Pré-menopausa Pds-menopausa

>
||
40 45 50 51 Idade (anos)

Figura 1. Fases do climatério. Fonte: adaptada de Fernandes et al (2007).

Nao ha nenhum marcador bioldgico claro da menopausa, apesar de ser uma fase
com grandes alteragdes nos padrdes hormonais. Durante o periodo da perimenopausa, ocorre
aumento consideravel nos niveis dos hormoénios foliculo-estimulante (FSH) e luteinizante
(LH), bem como importante redug¢do dos estrogenos. Apds a cessa¢do permanente dos ciclos
menstruais, ainda ha elevacdo nos niveis de FSH e LH e, por outro lado, a produ¢do dos
estrogenos ¢ completamente interrompida (Burger, 1999). Tais alteragdes, principalmente a
deple¢do dos estrogenos, afetam o organismo como um todo, j& que existem receptores
presentes em praticamente todos os tecidos, inclusive no sistema cardiovascular (Weismiller,
2009).

De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude (2008), as doencgas

cardiovasculares (DCV) representam a principal causa de morte no mundo. Diversos estudos
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epidemioldgicos apontam que sua incidéncia aumenta significativamente em mulheres apds a
menopausa (Simkin-Silverman et al, 1995; Shimbo et al, 2014). Contudo, as razdes por este
fendomeno ainda ndo foram totalmente esclarecidas. No que diz respeito ao sistema vascular, o
estrogeno ¢ um hormdnio ativo em células do musculo liso e em células endoteliais e pode
exercer efeito protetor sobre esse sistema. Assim, alguns autores sugerem que esse efeito
protetor dos estrogenos ¢ perdido com o advento da menopausa (Schimitt, Cardoso &
Aldrighi, 2009; Maric-Bilkan et al, 2014). Entretanto, a escassez hormonal explica
parcialmente esta vulnerabilidade, uma vez que a reposi¢do hormonal ndo previne eventos
cardiovasculares nesta populacao (Shelley et al, 1998; Wassertheil-Smoller et al, 2003).

De acordo com dados da Sociedade Brasileira de Cardiologia juntamente com a
Associagdo Brasileira do Climatério (Fernandes et al, 2008), o infarto e 0 AVC (Acidente
Vascular Cerebral) sdo as principais causas de morte em mulheres com mais de 50 anos no
Brasil. Apesar do risco de cancer de mama ser a principal preocupacdo das mulheres, sabe-se
que a maior incidéncia de morte nas mulheres se refere as doengas cardiovasculares, um
indice de 53% quando comparado aos 4% do cancer de mama, aumentando a prevaléncia de
doencas como infarto do miocardio, acidente vascular cerebral, e principalmente, hipertensdo

arterial.

2.2) Menopausa e Doencgas Cardiovasculares

A deficiéncia de producdao de hormonios apds a menopausa causa alteragdes no
organismo como elevacdo do peso corporal, doencas metabdlicas e redugdes nas
concentragdes de estrogénio e progesterona, além do aumento da incidéncia de hipertensdo
arterial e DCV (Hurd, 1998; Freitas, 2001; Reckelhoff, 2001).

A prevaléncia da hipertensdo arterial eleva-se significativamente com a idade,
chegando a atingir 80% da populagdo acima de 80 anos. Quando se compara esta prevaléncia
entre os géneros, pode-se observar que a mulheres, até o seu periodo de menopausa,
apresentam menores indices de hipertensdo arterial e doencas relacionadas ao coragdo do que
o sexo masculino, fato que ocorre somente até a menopausa. Apos esse periodo, as mulheres
passam a ter uma prevaléncia igualmente a dos homens. Acredita-se que isso ocorra devido a
falta de estrogeno, a alteracdo do perfil lipidico, ao ganho de peso e a inatividade fisica, e que
sejam esses os principais causadores do aumento dos indices de hipertensdo arterial em
mulheres pos-menopausadas em relacdo as mulheres prémenopausadas (Reckelhoff, 2001;

Coylewright, Reckelhoff & Ouyang, 2008).
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Estudos em modelos experimentais de menopausa mostram que a redugdo nas
concentragdes séricas de estrogénio estdo diretamente relacionadas com a elevagdo na pressao
arterial durante o periodo da menopausa (Freitas, 2001; Reckelhoff, 2001; Coylewright,
Reckelhoff & Ouyang, 2008). Assim, evidéncias mostram que o estrogénio apresenta
importante fun¢do no controle cardiovascular através da modulagdo da funcdo endotelial
(Wassertheil-Smoller et al, 2000) ao elevar a produgdo de 6xido nitrico (NO) (Cardoso et al,
2007; Zanesco & Zaros, 2009) por meio de receptores especificos no endotélio vascular e de
prostaciclina, que sd3o importantes substancias vasodilatadoras dependentes do endotélio,
como também modula a sintese de endotelina, que ¢ um potente vasoconstritor (Freitas,
2001). Por outro lado, a reposi¢do hormonal em mulheres apds a menopausa mostrou-se de
baixa eficdcia na reducdo dos valores de pressdo arterial, como também na prevengdo de
eventos cardiovasculares, mostrando que outros fatores podem estar associados a génese da
maior prevaléncia de DCV e hipertensdo arterial em mulheres no climatério (Shelley et al,
1998; Wassertheil-Smoller et al, 2003). Desse modo, métodos alternativos para prevengao e
tratamento das DCV, principalmente da hipertensdo arterial, sdo de fundamental importancia

para essa populagao.

2.3) Hipertensdo Arterial (HA)

A hipertensao arterial sistémica ¢ uma condi¢@o clinica multifatorial caracterizada
por niveis elevados e sustentados de pressdo arterial (PA). Associa-se frequentemente a
alteracdes funcionais, metabdlicas e/ou estruturais, com consequente aumento do risco de
eventos cardiovasculares fatais e ndo fatais (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2010).
Estima-se que um bilhdo de pessoas apresentem HA sistémica em todo o mundo, sendo
responsavel por cerca de 7,6 milhdes de mortes por ano (Lawes et al, 2008). No Brasil, a HA
acomete pouco mais de 30% da populacdo e compromete grande parcela do orcamento
publico por estar intimamente relacionada as lesdes nos principais 6rgaos-alvo, como coragao,
cérebro, rins e vasos sanguineos (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao, 2010).

A prevaléncia da HA aumenta progressivamente com a idade, sendo superior a
50% entre os idosos. Até os 55 anos de idade, um maior percentual de homens tem HA, dos
55-74 anos o percentual de mulheres € discretamente maior, € acima dos 75 anos, o
predominio no sexo feminino € significativamente superior (American Heart Association,
2010). Assim, cerca de 80% das mulheres, eventualmente, desenvolverdo HA na pos

menopausa ¢ a incidéncia de HA aumenta tanto com a idade quanto com o inicio dessa fase.
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Contribuindo com este fato, alguns estudos demonstram que apesar da similaridade no
tratamento da HA entre os géneros, o controle da pressao arterial parece ser menos efetivo nas
mulheres (Kim et al, 2006; Keyhani et al, 2008).

Além da redugdo abrupta do estrogénio, uma variedade de fatores parece
contribuir para elevacdo da pressdo arterial (PA) na menopausa, entre eles, o aumento do
estresse oxidativo, maior atividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA),
elevagdo nos niveis plasmaticos de testosterona, alteracdes no perfil lipidico e o aumento no
ganho de peso (Reckelhoff & Fortepiani, 2004; Cardoso et al, 2007). Por outro lado, os
estrogenos também podem promover prote¢do cardiovascular através do controle do SRAA,
incluindo reducdo da expressao dos receptores AT1 em vasos e rins e redu¢do da atividade da
enzima conversora de angiotensina (ECA) (Harrison-Bernard, Schulman & Raij, 2003).
Reckelhoff & Fortepiani (2004) evidenciaram que mulheres na pos-menopausa apresentam
maior atividade plasmatica da renina em comparagdo aquelas que se encontram na pré-
menopausa. Em modelos animais, a reposicdo hormonal (17f-estradiol) em ratas
ovariectomizadas reduziu a atividade plasmatica da enzima conversora de angiotensina (ECA)
bem como os niveis de angiotensina II, potente peptideo vasoconstritor (Brosnihan et al,
1997). No entanto, a génese da hipertensdo arterial ¢ mais complexa do que aquela observada
em modelo experimental de menopausa. Em pesquisas clinicas, a reposi¢do hormonal
mostrou-se de baixa eficicia na reducdo dos valores de PA, como também na prevencgdo de
eventos cardiovasculares, confirmando que os mecanismos envolvidos no controle da PA em
mulheres apos a menopausa sdo diferentes daqueles encontrados em modelos experimentais
(Manson, 2014; Shimbo et al, 2014).

Estudos da tultima década, principalmente da Women’s Health Initiative, tem
mostrado que a terapia de reposi¢do hormonal pode causar cancer de mama, doenca arterial
coronariana, acidente vascular encefalico, infarto agudo do miocérdio, embolismo pulmonar e
tromboses, especialmente em mulheres apos alguns anos de menopausa, por isso tem sido
indicada somente para mulheres nos primeiros anos de menopausa (Bhupathiraju & Manson,
2014; Manson, 2014). Deve-se enfatizar ainda que a reposi¢cdo hormonal possui beneficios
essencialmente nos sintomas da menopausa em mulheres mais jovens (49 a 59 anos)
acometidas por reducdo de libido, ondas de calor e insonia, mas nenhum beneficio ainda foi
encontrado para as DCV. Assim, a pratica de exercicio fisico ¢ fundamental nessa fase de
vida e o entendimento dos mecanismos pelos quais a sua pratica promove efeitos benéficos ¢

essencial para estabelecer diretrizes e recomendagdes para essa populagdo.
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2.4) L-Arginina e Oxido Nitrico

As células endoteliais sdo responsaveis pela sintese, pelo metabolismo e pela
liberagdo de grande variedade de mediadores que regulam o tonus vascular, a permeabilidade
vascular, o metabolismo de substancias endogenas e exdgenas, e a atividade plaquetéria e
leucocitaria (Zanesco & Antunes, 2007; Félétou, Kohler & Vanhoutte, 2010; Michel &
Vanhoutte, 2010). As substancias produzidas pelo endotélio podem ser divididas entre
agentes vasodilatadores como prostaciclina, 6xido nitrico e o fator hiperpolarizante derivado
do endotélio (EDHF) e agentes vasoconstritores como endotelinas, prostaglandina,
tromboxano e as espécies reativas de oxigénio (EROs). Dentre esta variedade de substancias,
o NO merece atengdo especial por ser indispensavel em diversos mecanismos fisioldgicos.

O NO exerce importante papel na regulacdo funcional de diversos 6rgdos no
organismo, dependendo do tipo de célula ou tecido, atuando como neurotransmissor em fibras
ndo adrenérgicas e ndo colinérgicas, no aprendizado e na memoria, na plasticidade sinaptica e
na neuroprotecdo (Palmer, Ferrige & Moncada, 1987; Boger, 2007). No sistema
cardiovascular, o NO produzido pela agdo da enzima 6xido nitrico sintase ¢ responsavel pela
regulacdo e homeostase do tonus vascular, inibi¢do da agregacdo plaquetdria e controle da
estrutura vascular. Sendo assim, uma deficiéncia em sua produg¢do e/ou sua menor
biodisponibidade esta diretamente ligada ao desenvolvimento de DCV como aterosclerose,
hipertensdo arterial e diabetes mellitus (Zanesco & Antunes, 2005; Zanesco & Antunes,
2007). A sintese do NO ¢ dependente de diversos co-fatores e, principalmente, da
disponibilidade do aminoacido L-arginina, que ¢ seu substrato (Chin-Dusting, Willems &
Kaye, 2007) (Figura 2). A L-arginina ¢ um aminoacido semi-essencial que desempenha varias
funcdes metabolicas no organismo de mamiferos, participando dos processos de transporte e
excrecao do nitrogénio, sintese de uréia, sintese de proteinas, e como substrato da sintese de
creatina e NO (McConell & Kingwell, 2006).

As fontes de arginina livre s3o da dieta protéica, sendo que 40% da arginina
consumida ¢ metabolizada no intestino antes de atingir a circulacdo; do turnover de proteinas
corporais, o que corresponde a 85% da arginina circulante; e da sintese endogena (Coman,
Yaplito-Lee & Boneh, 2008). Apesar de participar de varios processos fisioldgicos, a L-
arginina tem maior influéncia no sistema cardiovascular, por meio da produ¢ao do NO.

A L-arginina atua como substrato da producdo de NO. Enzimas conhecidas como
sintases do oxido nitrico (NOS), as quais sdo divididas em dois grandes grupos: isoformas

constitutivas (eNOS: eNOS endotelial e nNOS: nNOS neuronal) e isoforma induzivel (iNOS),
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sdo capazes de catalisar a oxidagdo do nitrogénio terminal do grupamento guanidino da L-

arginina, formando NO e L-citrulina (Figura 2) (Murad, 1994; Forstermann, 2010).
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Figura 2. Sintese de oOxido nitrico a partir do aminoacido L-arginina. BHa:
Tetrahidrobiopterina; NOS: Oxido nitrico sintase; NADPH: Nicotinamida-adenina-

dinucleotideo fosfato. Fonte: Puga, Novais & Zanesco, 2011.

Uma vez liberado, o NO difunde-se rapidamente da célula geradora para a célula
alvo onde interage com o grupamento heme da guanilato ciclase soluvel (GCs), estimulando
sua atividade catalitica e levando a forma¢ao do segundo mensageiro guanosina monofosfato
ciclico (GMPc), que por sua vez, ativard proteinas quinases (Figura 3). Dentre as proteinas
ativadas esta a proteina quinase G, que por meio de diferentes vias reduzira a concentragdo de
fons calcio (Ca®") da musculatura lisa vascular. Essa reducdo de Ca’ intracelular promovera
relaxamento da musculatura lisa vascular e consequentemente resposta vasodilatadora (Figura
3) (Murad, 1994; Zanesco & Antunes, 2007; Francis et al, 2010).

Os mecanismos pelos quais a via NO/GMPc induz a vasodilatagdo incluem
inibi¢do da geragdo do inositol-1,4,5-trifosfato (IPs), aumento do sequestro de Ca®" citosolico,
desfosforilagio da cadeia leve de miosina, inibigdo do influxo de Ca*" ATPase de membrana
e abertura de canais de potassio (Ignarro et al, 1987; Denninger & Marletta, 1999).

A INOS ¢ ativada por determinados estimulos patologicos, tais como
lipopolissacarideos bacterianos e citocinas, incluindo a interleucina-1 (IL-1) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a). Nesse sentido, trabalhos recentes mostram que o processo de
envelhecimento envolve elevagdo de concentracdes de TNF-a, que por sua vez, poderia
aumentar a ativa¢do da iNOS, levando ao estresse oxidativo e reduzindo a biodisponibilidade

de NO (EI Assar, Angulo & Rodriguez-Maiias, 2013).
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Figura 3. Mecanismo de agdo do 6xido nitrico e relaxamento do musculo liso vascular. Ca*":
Calcio; IPs: Inositol-1,4,5-trifosfato; GCs: Guanilato ciclase solavel, GMPc: Guanosina
monofosfato ciclico;, GTP: Guanosina trifosfato; PKG: Proteina quinase G; NOS: Oxido

nitrico sintase; R: Receptor. Fonte: Delbin & Zanesco, 2013.

Ambas, eNOS e nNOS, sdo estimuladas por via de sinalizacdo (dependente e
independente de ions célcio), que liberam o NO. Requerem um doador de elétron, a
nicotinamida adenina nucleotideo fosfato reduzida (NADPH), como mostra a Figura 4, e co-
fatores como a flavina adenina dinucleotideo (FAD), a flavina mononucleotideo (FMN) e a
tetrahidrobiopterina (BH4) (Palmer, Ferrige & Moncada, 1987; Mombouli & Vanhoutte,
1999; Vanhoutte, 2003; Forstermann, 2010). Quando a eNOS ¢ inibida em modelos
experimentais usando antagonistas da L-arginina (L-NAME ou similares), ha uma reducdo
dréstica na formacao de NO, levando ao quadro hipertensivo, aumento da adesdo e agregacao
plaquetaria e maior oxida¢do de moléculas de LDL-colesterol, mostrando que o NO possui
papel fundamental tanto no sistema cardiovascular como endocrino-metabolico (Palmer,
Ferrige & Moncada, 1987; Boger, 2007; Forstermann, 2010).

As células endoteliais sdo altamente sensiveis aos estimulos quimicos e fisicos
capazes de ativar a eNOS para que ocorra a sintese e liberagdo de NO. Os estimulos quimicos
sdo substancias agonistas enddgenas ou exogenas, que interagem com receptores especificos
presentes nas células do endotélio e levam a formagio de IP3, liberando Ca*" do reticulo

endoplasmatico e formando o complexo célcio-calmodulina, que ird ativar a NOS para gerar
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NO pelo endotélio (Murad, 1994; Zanesco & Antunes, 2007; Francis et al, 2010). O shear
stress, caracterizado pela forca exercida pelo sangue na parede dos vasos, ¢ o estimulo fisico

mais poderoso para ativar a producdo de NO (Palmer, Ferrige & Moncada, 1987; Francis et

al, 2010).
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Figura 4. Estrutura molecular da 6xido nitrico sintase (NOS). BH4: Tetrahidrobiopterina;
CaM: Calmodulina; FMN: Flavina mononucleotideo; FAD: Flavina adenina dinucleotideo;
NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida; NO: Oxido nitrico; Zn:

Zinco; ADMA: Dimetilarginina assimétrica. Fonte: Rochette et al, 2013.

2.5) Administracdo de L-arginina e Doencas Cardiometabdlicas

O transporte de L-arginina ¢ essencial na regulacdo da sintese de NO. Em
circunstancias normais, apenas 1,2% do furnover de L-arginina plasmatica estd associada a
formagao de NO. Embora em pouca quantidade, a L-arginina presente no plasma contribui de
forma significativa (#60%) como precursora para a sintese de NO em todo o corpo. As
concentragdes intracelulares de L-arginina variam entre 0,1 ¢ 0,8 uM em cultura de células
endoteliais, enquanto os niveis plasmaticos de L-arginina em humanos variam de 80 a 120
uM, embora niveis tdo elevados como 210 uM em condig¢des fisioldgicas normais ja tenham

sido relatados (Wu & Morris, 1998).
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Apesar da substancial concentracdo intracelular, a L-arginina extracelular foi
demonstrada por ser fator limitante na taxa de producdo de NO. Diversos sistemas de
transporte sdo capazes de mediar o influxo de aminoacidos catidnicos e anidnicos através de
membrana plasmatica em células de mamiferos. Transportadores de aminodcidos catidnicos
(CATs) garantem que a L-arginina requerida pela célula seja atendida através da captacdo
extracelular de L-arginina (Chin-Dusting, Willems & Kaye, 2007).

Além do papel vasodilatador, a L-arginina pode agir como redutora de radicais
livres, pelo aumento da biodisponibilidade de NO, exercendo papel importante em individuos
hipertensos ¢ com doengas cardiovasculares, em que tem se observado maiores niveis de
espécies reativas de oxigénio por meio de avaliagdo do status redox nesses pacientes
(Hambrecht et al, 2000; Kawano et al, 2003). Evidéncias mostram também que a L-arginina
participa na secre¢do dos hormonios de crescimento e insulina, eleva o metabolismo
energético e diminui a concentracdo plasmatica dos triglicerideos (Steiner et al, 1984;
Kawano et al, 2003).

Baseado na relagdo entre a L-arginina e a producdo de NO, diversos estudos
verificaram os efeitos da administracdo ou infusdo exdgena de L-arginina no sistema
cardiovascular em individuos portadores de doengas cronico-degenerativas e saudaveis,
visando principalmente melhora na func¢ao endotelial desses individuos (Gokce, 2004; Boger,
2007; Lucotti et al, 2009; Puga, Novais & Zanesco, 2011). Os resultados dos estudos
existentes na literatura ainda ndo sdo unanimes e nem conclusivos sobre os efeitos benéficos
do uso da L-arginina para todas as populagdes. Os efeitos benéficos sdo mais encontrados em
individuos com algum comprometimento no sistema cardiovascular e/ou algumas doencas
endocrino-metabolicas cronicas, como a disfun¢do endotelial. Além disso, a diversidade das
populagdes estudadas, assim como a diferenga entre as intervengdes, tanto nas dosagens e
tempo de interven¢do, quanto na qualidade do controle dos testes clinicos, comprometem

conclusdes mais precisas.

2.6) Disfuncdo Endotelial e Estresse Oxidativo

O o6xido nitrico ¢ o elemento essencial para manter o endotélio vascular integro,
visto que o endotélio possui papel fundamental no controle do tonus vascular (Schnabel et al,
2005). O NO possui importantes fungdes cardioprotetoras, atuando na inibicdo da agregacao
plaquetaria e leucocitdria, proliferacdo celular, além de possuir um potente efeito

vasodilatador (Zago & Zanesco, 2006). Nesse sentido, a disfun¢do endotelial basicamente
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caracteriza-se pela redu¢do da producdo e/ou biodisponibilidade de NO, que resulta em uma
menor vasodilatagdo dependente do endotélio e favorece o desenvolvimento das doengas
cronico-degenerativas, como a hipertensdo arterial (Higashi et al, 2009).

O estresse oxidativo, caracterizado pelo aumento na produgdo e/ou acimulo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e ocasionado pelo desequilibrio entre os sistemas
oxidante e antioxidante, ¢ determinante para a reducdo da biodisponibilidade do NO no leito
vascular e consequente processo de disfun¢do endotelial (Sydow & Miinzel, 2003; Higashi et
al, 2009).

As EROs sdao moléculas produzidas por fatores endéogenos ou exdgenos ao nosso
organismo possuem elétrons despareado em sua ultima camada, sendo eletricamente instaveis
e consideradas substancias lesivas a outras estruturas, como células e tecidos saudaveis em
nosso organismo. Em situagdes patologicas, agentes patogénicos ou até mesmo células e
tecidos do nosso organismo comecam a produzir EROs em excesso. Estas, em grande
quantidade, podem causar lesdes celulares e teciduais levando a morte ou disfuncdo dessas
estruturas fisiologicas (Ferreira & Matsubara, 1997; Finkel & Holbrook, 2000). As principais
espécies reativas de oxigénio sdo o radical hidroxila (OH"), peroxido de hidrogénio (H»05),
peroxinitrito (ONOQO") e anion superdxido (O,). Elas sdo produzidas naturalmente em
processos metabolicos no organismo e em condicdes normais possuem importancia
fisioldgica, contudo quando em excesso sdo prejudiciais. Algumas das principais fontes de
EROs sdo as enzimas NADPH oxidase, xantina oxidase, eNOS desacoplada e a mitocdndria,
¢ a maioria dessas fontes estdo aceleradas em pacientes com doengas cardiovasculares (Cai &
Harrison, 2000; Lakshmi et al, 2009; Gomes, Silva & de Oliveira, 2012).

Para combater essas lesdes ou danos causados pelas EROs, nosso organismo possui
sistema de defesa antioxidante enzimatico e ndo enzimdtico, que combate esses agentes
lesivos ao nosso organismo e também auxiliam na reparac¢do celular ou tecidual. A defesa
antioxidante ndo enzimatica ¢ proveniente principalmente da dieta e a defesa enzimatica ¢
realizada por meio de enzimas antioxidantes no nosso organismo, como a superdxido
dismutase (SOD), catalase e a glutationa peroxidase (GPx). Nesse sentido, o estresse
oxidativo, com produ¢do de EROs acima da capacidade do sistema antioxidante deter a
producdo e acdo deletéria dessas moléculas, pode ocasionar lesdes celulares (Figura 5). A
longo prazo esse estresse oxidativo estd relacionado ao desenvolvimento de varias doengas
cronicas, principalmente cardiovasculares (Cai & Harrison, 2000; Lakshmi et al, 2009;

Gomes, Silva & de Oliveira, 2012).
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hidroxila. Fonte: Delbin & Zanesco, 2013.

A menopausa ¢ uma condicdo favoravel para aumento do estresse oxidativo. A
atividade aumentada do SRAA nesta populacdo ndo sé tem implicagdo direta na
hemodindmica, como pode influenciar negativamente o estado redox. Alguns autores
evidenciaram niveis aumentados de endotelina em mulheres na pds-menopausa, que além de
ser um potente vasoconstritor, também pode estimular componentes do sistema oxidante
(Reckelhoff & Fortepiani, 2004; Maric-Bilkan, Gilbert & Ryan, 2014). Por outro lado, sabe-
se que o estradiol ¢ capaz de estimular diretamente a producdo de NO, ativando ou
aumentando a expressdo da enzima eNOS, o que favorece para melhor controle da pressdo
arterial bem como inibe possiveis efeitos aterogénicos no periodo pré-menopausa. Nesse
sentido, outros estudos também demonstraram que o horménio feminino ¢ capaz de regular
positivamente a enzima antioxidante SOD, reduzindo assim a inativacdo do NO (Fisman,
Tenenbaum & Pines, 2002; Lima, Wofford & Reckelhoff, 2012). De fato, alguns autores
encontraram niveis aumentados de marcadores do estresse oxidativo nesta populagdo em
comparagdo a mulheres jovens (Signorelli et al, 2006). Dessa forma, o aumento do estresse
oxidativo e consequente disfuncdo endotelial sdo considerados importantes fatores que podem
contribuir para maior risco de desenvolver DCV em mulheres na p6s-menopausa (Moreau et
al, 2013).

Pacientes com doencgas cardiovasculares e enddcrino metabolicas possuem falha

na producdo de fatores relaxantes derivados do endotélio, principalmente do NO,



29

apresentando disfunc¢do endotelial e falha na fun¢do cardioprotetora dessas substancias (Cai &
Harrison, 2000; Forstermann, 2010). A redu¢do da biodisponibilidade do NO pelo endotélio
ocorre principalmente devido a interagdo do anion superdxido (O,)) com o NO, produzindo o
peroxinitrito. A produ¢do desta ERO reduz a atividade da eNOS em produzir o NO e aumenta
mais ainda a producdo de O, por meio da eNOS desacoplada, que nada mais ¢ do que a
desconformagdo da eNOS, que passa a produzir mais O, ao invés do NO (Cai & Harrison,
2000; Forstermann, 2010). Assim, a queda da biodisponibilidade do NO causada pelo
aumento da producdo de EROs e diminuicdo da atividade antioxidante ¢ considerada a
principal causa da disfungdo no endotélio vascular e essa disfun¢do estd associada ao
desenvolvimento da hipertensdo arterial, aterosclerose, doenga arterial coronariana e varios
outros eventos cardiovasculares (Cai & Harrison, 2000; Lakshmi et al, 2009; Forstermann,
2010; Gomes, Silva & de Oliveira, 2012). Além disso, a diminui¢do da biodisponibilidade de
NO em pacientes com disfun¢do endotelial pode estar relacionada a varios fatores, como
aumento do ADMA (inibidor endégeno da eNOS), diminuicdo da expressdo da eNOS, falta
de cofatores para formacdo de NO pela eNOS e também pela diminuig¢do da L-arginina, que ¢
o substrato para a formagao de NO (Cai & Harrison, 2000).

Alguns estudos em modelos animais mostraram que a administragdo e/ou infusdo
de L-arginina pode melhorar a fun¢do endotelial por diminuir os marcadores do estresse
oxidativo e aumentar a biodisponibilidade do NO nos vasos (El-Missiry, Othman & Amer,
2004; Tsai et al, 2009). Porém, os resultados em humanos ainda sao controversos. Um estudo
realizado em homens adultos hipercolesterolémicos mostrou que a infusdo de L-arginina
melhorou a fun¢do endotelial ¢ os marcadores de estresse oxidativo (Kawano et al, 2002). Ja
Fayh et al (2013) ndo encontraram diferenca nos marcadores do estresse oxidativo apos a
suplementa¢do de L-arginina em jovens diabéticos, mesmo com a melhora da fungdo
endotelial derivada do NO. A literatura carece de mais estudos em humanos que investiguem
os efeitos da administragdo de L-arginina, que poderia causar aumento da biodisponibilidade
de NO nas respostas antioxidantes e marcadores do estresse oxidativo, principalmente em
pacientes com disfun¢do endotelial.

O exercicio fisico exerce também papel importante no sistema antioxidante,
auxiliando no combate ao estresse oxidativo (Fukai et al, 2000; Lucotti et al, 2009).
Agudamente, o exercicio fisico aumenta o estresse oxidativo porque o aumento do consumo
de oxigénio, o trabalho muscular, a liberacdo de hormdnios como catecolaminas, o aumento
da isquemia reperfusdo, a aceleracdo do metabolismo e da ag¢do enzimatica sdo alguns dos

fatores que aceleram a producdo de EROs e consequente estresse oxidativo pelo exercicio
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fisico (Gomes, Silva & de Oliveira, 2012). Porém, apesar do exercicio estimular o estresse
oxidativo, ele também ativa mecanismos sinalizadores para o aumento de enzimas
antioxidantes ¢ melhora no sistema antiinflamatorio, além do aumento do shear stress e
producdo de NO pelo endotélio de forma aguda (Finkel & Holbrook, 2000; Fukai et al, 2000;
Gomes, Silva & de Oliveira, 2012). Segundo Finkel & Holbrook (2000), a estratégia mais
eficiente para aumentar a quantidade endogena de substancias antioxidantes pode ser a maior
indugdo do proprio estresse oxidativo, que estimularia os mecanismos antioxidantes celulares
aumentando a resisténcia as lesdes induzidas pelo exercicio fisico ou por EROs, produzidas
por outros mecanismos tanto fisiologicos como patologicos (Forstermann, 2010; Gomes,
Silva & de Oliveira, 2012).

Alguns trabalhos mostraram que a associagdo do exercicio fisico e a
suplementa¢do de L-arginina parece também ser eficaz e importante na regulacdo e
diminui¢do de marcadores oxidantes e inflamatorios, bem como exercer acdes
antiaterogénicas e de protecdo cardiovascular (Lucotti et al, 2009). Essa relacdo entre a
producdo de espécies reativas, que promovem efeitos deletérios, e a possivel prote¢ao
antioxidante que o exercicio e a administracdo de L-arginina podem proporcionar, ainda
carece de estudos mais bem controlados. Nenhum estudo avaliou as respostas dessas
intervengdes conjuntas nas respostas agudas em populagdes com a funcdo endotelial
comprometida. Nos acreditamos que o aumento da producao de NO pelo exercicio, aliado ao
aumento do substrato para a formac¢do do NO, a L-arginina, poderia também trazer melhoras
no sistema antioxidante e reduzir a produgdo e/ou acdo das EROs produzidas pelo exercicio e

também pelo estado inflamatorio e patologico de pacientes com disfunc¢ao endotelial.

2.7) Menopausa e Androgenos

O papel dos androgenos nas doencas cardiovasculares tem sido estudados em
modelos animais € em seres humanos. No entanto, ndo ha ainda conclusdes claras sobre o
papel dos andrégenos nas DCV, principalmente durante o climatério. Um trabalho mostrou
positiva relacdo entre a concentragdo sérica de androgenos e risco de DCV em 344 mulheres
entre 65 e 98 anos de idade, demonstrando que altos niveis de testosterona total acarretava 3
vezes maior risco de DCV (Patel et al, 2009). Por outro lado, outros estudos falharam em
verificar essa associacao (Delbin et al, 2007; Golden et al, 2007).

Além disso, trabalho avaliando a resposta relaxante mediada por fluxo em 60

mulheres apds a menopausa observou que as voluntarias que tinham maiores concentragdes



31

séricas de testosterona apresentaram melhores respostas relaxantes, mostrando efeitos
benéficos dos androgenos na fun¢do endothelial (Montalcini et al, 2007). Assim, maiores
estudos precisam ser feitos em diferentes populagdes para que possamos ter resultados mais
conclusivos. Com relagdo a exercicio fisico, nenhum estudo avaliou essa interacdo entre

niveis séricos de testosterona e climatério.

2.8) Menopausa e Cortisol

O cortisol ¢ um hormdnio esterdide secretado pelo cortex da glandula adrenal por
meio da ativagdo do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (Ingle, 1952). Esse glicocorticoide
possui diversas agdes no organismo, atuando em processos inflamatérios e no metabolismo de
carboidratos e lipideos (Ingle, 1952). Além dessas acdes, trabalhos a partir da década de 90
mostraram que a administracdo de cortisol leva ao estado hipertensivo em modelos
experimentais € em humanos, porém os mecanismos através dos quais o cortisol atua como
mediador da hipertensdo arterial ainda ndo foram completamente esclarecidos (Whitworth,
Mangos & Kelly, 2000).

Alguns trabalhos mostraram que a exposi¢do cronica a niveis elevados deste
hormoénio frequentemente implica em um aumento nos niveis de pressao arterial e também no
risco cardiovascular (Williamson et al, 2005; Valassi et al, 2012). Além da ativacdo
simpatica, do SRAA e também dos receptores mineralocorticoides, alguns autores sugerem
que a hipertensdo induzida pelo cortisol seria através da redu¢@o na biodisponibilidade de NO
e aumento do estresse oxidativo, tanto em animais de laboratorio (Turner et al, 1996;
Wallerath et al, 1999) como em humanos (Kelly et al, 1998; Whitworth, Mangos & Kelly,
2000; Lou et al, 2001). Por outro lado, trabalhos prévios falharam em mostrar direta
associagdo entre a hipertensdo induzida pelo cortisol e a via do sistema L-arginina/NO/GMPc
em homens (Kelly et al, 2001; Chin-Dusting et al, 2003). Além disso, estudo recente destacou
que o cortisol participa de forma significativa na relagdo existente entre obesidade e
hipertensdo arterial, e sugere que a génese da sindrome metabdlica envolve exposi¢cao
prolongada e excessiva ao glicocorticoide (Varughese, Nimkevych & Uwaifo, 2014). Assim,
o papel do cortisol no controle da pressdo arterial ainda ¢ controverso.

Por outro lado, algumas evidéncias sugerem o aumento na secre¢ao de cortisol em
relacdo a idade em ambos os gé€neros (Van Cauter, Leproult & Kupfer, 1996; Yen &
Laughlin, 1998). Nesse sentido, trabalho prévio mostrou que mulheres apds a menopausa

apresentam niveis de cortisol mais altos do que mulheres jovens e homens de mesma idade
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(Van Cauter, Leproult & Kupfer, 1996). No entanto, um trabalho recente ndo mostrou
diferengas nas concentragdes de cortisol entre mulheres na pré e na pés menopausa (Mclnnes
et al, 2012), por isso, mais estudos sobre o assunto sdo necessarios. Além disso, verificou-se
que frente a um estimulo estressor, as mulheres na pds-menopausa apresentaram maior
resposta deste eixo em relacdo ao sexo oposto, resposta contraria aquela observada quando
analisados individuos jovens (Seeman et al, 2001). As razdes para o dimorfismo sexual ainda
ndo ¢ clara e alguns estudos tem avaliado a interacdo entre os hormonios ovarianos e a fun¢ao
do cortex adrenal, mostrando que essa interagdo estrogenos/androgenos/cortisol possa ter
papel relevante nas fung¢des cardio-metabolicas de mulheres apds a menopausa (McConnell et
al, 2012; Saxena & Seely, 2012). Desse modo, niveis aumentados de cortisol poderia
representar uma possivel relacdo com maior risco para desenvolver DCV apds a menopausa

(Cagnacci et al, 2011).

2.9) Exercicio Fisico

J& estd bem descrito na literatura que o exercicio fisico aerdbio realizado
regularmente e em intensidades moderadas ¢ uma estratégia importante na prevencao e
tratamento de doengas cardiovasculares, em especial na regula¢do da pressdo arterial. Estima-
se que a inatividade fisica seja responsavel por aproximadamente 6-10% das principais
doengas cronico-degenerativas em todo o mundo (Lee et al, 2012) e por isso sua pratica tem
sido recomendada na prevengdo e/ou tratamento da hipertensdo arterial (Pescatello et al,
2004; Roque et al, 2013). Os efeitos benéficos da pratica de exercicios fisicos estdo
relacionados tanto a pratica regular (efeitos cronicos) quanto aos seus efeitos agudos (Forjaz
et al, 2000; MacDonald, 2002; Anunciagao & Polito, 2011).

Desde o final do século 19 e inicio do século 20, autores ja demonstraram que a
pressdo arterial ¢ reduzida apds algum trabalho muscular para abaixo dos valores anteriores
de repouso (Hill, 1897; Bowen, 1904). No entanto, foi apenas a partir do final do século 20
que especialistas focaram na relevancia clinica desse fendmeno. Virios estudos foram
realizados para uma melhor compreensao dos fatores que interferem nessa redugdo da pressao
arterial apos a realizacdo de exercicios fisicos € nos mecanismos envolvidos em tal fenomeno
(Fitzgerald, 1981; MacDonald, 2002; Anunciagdo & Polito, 2011; Halliwill et al, 2013). Esses
mecanismos de redugdo/regulacdo da pressdo arterial apos a realizagdo do exercicio fisico sdo
melhores evidenciados em individuos hipertensos. Porém, eles também ocorrem em

individuos normotensos e saudaveis, de ambos os géneros, contribuindo para a prevenc¢do de
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eventos cardiovasculares futuros, como infarto do miocardio e doencga arterial coronariana
(MacDonald, 2002; Chen & Bonhan, 2010; Anuncia¢ao & Polito, 2011).

A redugdo da pressdo arterial apés o exercicio aerdbio inicia-se imediatamente no
primeiro minuto e pode estender-se por algumas horas ap6s a sua execuc¢do, como
demonstrado em varios estudos (Bronw et al, 1994; MacDonald et al, 1999; MacDonald,
2002; Anunciacdo & Polito, 2011). Devido a dificuldade de mensura¢do e controle das
atividades de vida diaria dos individuos avaliados, a maioria dos estudos monitoram a pressao
arterial nas primeiras horas apds a realizagdo do exercicio. No entanto, evidéncias
demonstraram que a redu¢@o da pressdo arterial pode prolongar-se por até 24 horas apos sua
execucao (Forjaz et al, 2000; MacDonald et al, 2001; Ciolac et al, 2009).

O exercicio fisico ¢ capaz de aumentar o fluxo sanguineo pulsatil e a pressao que
o sangue exerce sobre a parede dos vasos, chamado de shear stress ou forca de cisalhamento
que, por sua vez, ¢ um importante estimulo para aumentar a sintese de NO bem com favorecer
sua biodisponibilidade no sistema vascular (Zanesco & Antunes, 2007; Zanesco & Zaros,
2009). Dessa forma, os beneficios causados pelo shear stress provocado pelo exercicio estao
relacionados principalmente a maior ativagdo e/ou expressao da enzima eNOS nas células
endoteliais, bem como ao aumento da atividade e/ou expressdo das enzimas antioxidantes
SOD, catalase e GPx e redugcdo da atividade e/ou expressdo das enzimas oxidantes,
especialmente a NADPH oxidase. Assim, esses estimulos favorecem a a¢do do NO na
musculatura lisa vascular, reduzem o estresse oxidativo e consequentemente favorecem o
controle da pressao arterial (Walther, Gielen & Hambrecht, 2004; Lizardo et al, 2008; Lee et
al, 2009).

Estudos que utilizaram ratos espontaneamente hipertensos mostraram que apds a
realizacdo de exercicios fisicos ha aumento da fosforilagio eNOS, com maior producado e a¢ao
do NO apos o exercicio, exercendo assim um papel importante na redugdo da PA (Lizardo et
al, 2008; Lee et al, 2009). Além disso, Rao, Collins & DiCarlo (2002) demonstraram que apds
a realizagdo de exercicio aerdbio hd diminui¢do da resposta contratil mediada pelos receptores
alfa adrenérgicos, mediada pelo NO, contribuindo para a redugdo da PA apds a realiza¢do do
exercicio fisico. Contudo, esse efeito ndo foi observado em ratas, apenas em ratos. Em
contrapartida, os resultados em humanos nao corroboram com os dados em modelos animais.
Mesmo sendo demonstrado que o NO aumenta sua concentracdo apds a realizagdo do
exercicio fisico aerobio (Jungersten et al, 1997), Halliwill, Minson & Joyner (2000)

mostraram que a PA, apds a realizacdo de exercicio aerdbio, reduz mesmo quando infundido
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L-NMMA, um inibidor da eNOS, em jovens saudaveis, sugerindo que a queda da PA apos o
exercicio ndo ¢ dependente do aumento da produgdo de NO pelo endotélio.

Assim, apesar da acdo vasodilatadora do NO mediado pelo exercicio estar bem
descrito na literatura, a contribuicdo do NO na reducdo da pressdo arterial apds uma sessao de
exercicio aerobio e se individuos treinados possuem melhor resposta frente ao estimulo agudo
ndo estd bem clara. Alguns estudos sugerem que o aumento da biodisponibilidade de NO
através da administracdo de seu precursor, a L-arginina, poderia contribuir no aumento do
fluxo sanguineo e na diminuicao da resisténcia periférica (Gokce, 2004; Boger, 2007; Lucotti
et al, 2009; Puga, Novais & Zanesco, 2011), auxiliando, assim, no controle da pressdo arterial
e trazendo efeitos positivos na reducdo da PA apds o exercicio fisico aerdbio. Apesar do
crescente interesse em estudar o periodo pds-menopausa, poucos estudos até o momento se
preocuparam em avaliar os efeitos do treinamento fisico aerdbio sobre a via NO/GMPc frente
a um estimulo agudo e a existéncia de possiveis diferengas no padrido de resposta em
normotensas e hipertensas. Assim, seria interessante e de grande relevancia investigar as vias
de sinalizag¢do envolvidas nos efeitos benéficos do exercicio fisico sobre a pressao arterial em
mulheres apds a menopausa, comparando normotensas e hipertensas, além de verificar se a
administracdo com L-arginina poderia incrementar o efeito benéfico do exercicio fisico no
sistema cardiovascular. Esse estudo possui grande importancia clinica, pois o entendimento
dos mecanismos pelos quais o exercicio fisico promove reducdo de pressdo arterial nessa
populacdo propiciard melhores estratégias para a prevencdo e/ou tratamento das doengas
cardiovasculares e suas complicacgdes, visto que essa populacdo possui maior expectativa de

vida do que os homens e a prevaléncia de hipertensao arterial eleva-se nessa fase.
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3. HIPOTESE

Este trabalho tem por hipdtese que a administracdo aguda do aminoécido L-
arginina, molécula precursora para a sintese de 6xido nitrico (NO), associada a uma sessdo
aguda de exercicio fisico aerdbio, promove melhor resposta hemodindmica em mulheres
normotensas e hipertensas apos a menopausa, quando comparada ao exercicio fisico aerdbio
agudo ou administragdo de L-arginina isolados. Além disso, espera-se que o treinamento
fisico possa modificar positivamente a resposta dos parametros avaliados frente ao estimulo
com os desafios agudos experimentais. Esse estudo também procurou buscar a compreensao
dos mecanismos envolvidos na génese da hipertensdo arterial em mulheres apds a menopausa
avaliando os mediadores cardio-metabdlicos e as respostas hemodinamicas antes e apds a
intervencgao.

Esse estudo possui grande relevancia na 4rea de saide e de fisiologia
cardiovascular, uma vez que evidéncias mostram que as mulheres vivem cerca de oito anos
mais que os homens. Além disso, a incidéncia de hipertensdo arterial aumenta em mulheres
apo0s a menopausa quando comparadas as mulheres na pré-menopausa. Portanto, medidas
preventivas e/ou de controle das doengas cardiovasculares sdo de grande relevancia na area de
saude publica, tanto no que se refere a melhora na qualidade de vida quanto nos gastos com
medicamentos e sistema de atendimento a saude dessa populagdo. Estudos com administragao
de suplementos dietéticos relacionados ao vasodilatador 6xido nitrico tem merecido grande
atengdo na 4area de fisiologia cardiovascular em diferentes estados patologicos.
Adicionalmente, os efeitos benéficos do exercicio fisico sobre o sistema cardiovascular tem
sido exaustivamente documentados. No entanto, ndo ha trabalhos avaliando a interag¢do entre
a administracdo de L-arginina associada ao exercicio fisico em mulheres no climatério e

verificando as possiveis diferengas entre normotensas e hipertensas.
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4. OBJETIVOS

4.1) Objetivo Geral

Avaliar os efeitos cronicos e agudos do exercicio fisico aerdbio, bem como da
exposicdo aguda a L-arginina, sobre as respostas cardiovasculares e os biomarcadores

endocrino-metabolicos em mulheres normotensas e hipertensas apds a menopausa.

4.2) Objetivos Especificos

1. Avaliar os efeitos do treinamento fisico aerdbio sobre os parametros
antropométricos, cardiovasculares e bioquimicos/hormonais em mulheres normotensas e
hipertensas apos a menopausa.

2. Avaliar os efeitos do treinamento fisico aerobio sobre as respostas cardiovasculares
e endocrino-metabolicas frente a exposi¢do aguda com exercicio fisico aerobio e

administracdo de L-arginina em mulheres normotensas e hipertensas apds a menopausa.

Dessa forma, os dados a serem apresentados foram divididos em dois momentos
distintos, designados por Estudo 1 e Estudo 2, no intuito de facilitar o entendimento dos
procedimentos realizados e para melhor aproveitamento dos resultados obtidos. A figura 6

apresenta o delineamento de todo o projeto, bem como da divisdo dos estudos.



37

*  Delineamento experimental do projeto

TREINAMENTO P
7 APOS
L ANTES - FISICO - J
[ AVALIACOES ] { DESAFIOS ] [ AVALIACOES ] [ DESAFIOS ]
+ Antropométrica * Antropométrica
IMC e medidas 24 sessdes IMC e medidas
« Cardiovascular 30-40 min « Cardiovascular
PAe FC 100% MEEL PAe FC
+ Aptidao Fisica e 3 vezes/semana + Aptidao Fisica G
MFEL MFEL
+ Bioquimica + Bioquimica
Exame Jejum Exame Jejum
*  Estudo 1
L AVALIAGOES ANTES = TRE'?QI'\(!';NTO =) AVALIAGOES APOS J
+ Antropométrica + Antropométrica
IMC e medidas IMC e medidas
+ Cardiovascular + Cardiovascular
PAe FC PAe FC
+ Aptid3o Fisica 24 sessbes + Aptiddo Fisica
MFEL 30-40 min MFEL
+ Bioquimica 100% MFEL + Bioquimica
Exame Jejum 3 vezes/semana Exame Jejum
*  Estudo 2
L DESAFIOS AGUDOS ANTES » TREISI,::ZI;NTO » DESAFIOS AGUDOS APOS J
m + Avaliagdo cardiovascular m + Avaliagdo cardiovascular
m PAe FC PAeFC
+ Coleta sanguinea 24 . + Coleta sanguinea
A+E Analises bioquimicas 30550550?5 A+E Analises bioquimicas
-40 min

100% MFEL
3 vezes/semana
Figura 6. Delineamento experimental dos Estudos apresentados. IMC: Indice de massa
corporal; PA: Pressdo arterial; FC: Frequéncia cardiaca; MFEL: Mdéxima fase estavel de

lactato; ARG: Arginina; EXE: Exercicio; A+E: Arginina e exercicio.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1) Participantes

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres
humanos do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho — UNESP (Protocolo n°® 4395). As participantes desse estudo foram recrutadas através
do banco de dados do laboratodrio, da divulgag@o do projeto pela midia impressa e televisiva,
radio, panfletos e antincios dentro da comunidade universitaria e de areas circunvizinhas a

UNESP, bem como na cidade e regido de Rio Claro.

5.2) Critérios de Inclusdo e Exclusdo

Para serem incluidas no estudo, as participantes deveriam: a) ser do sexo
feminino; b) estar na pds-menopausa; c) apresentar Hipertensdo Arterial, segundo as IV
Diretrizes da Sociedade Brasileira de Hipertensdo (2010), para grupo de hipertensas.

Os critérios de exclusdo foram: 2) fazer uso de Terapia de Reposi¢do Hormonal;
b) indice glicémico de jejum > 100 mg/dL; c) apresentar problemas renais; d) ser fumante; e)
apresentar qualquer condi¢do que impedisse a pratica de exercicios fisicos.

Apds a selecdo, as voluntarias foram convidadas a comparecerem ao Laboratorio
de Fisiologia Cardiovascular e Atividade Fisica para a explicacdo completa do estudo pela
pesquisadora responsavel. De acordo com as normas do CONCEP CNS 196/96, um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido de todos os participantes apds terem
sido fornecidas as informagdes dos procedimentos do estudo, de seus riscos e beneficios e

esclarecimentos das davidas existentes.
5.3) Caracterizacio do Quadro Hipertensivo
As voluntarias do grupo hipertenso foram classificadas como HT segundo

diagnéstico previamente realizado pelo médico do paciente e de acordo com a atual Diretriz

Brasileira de Hipertensdo Arterial (2010).
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5.4) Procedimentos

O estudo consistiu em aproximadamente sete visitas iniciais ao Laboratorio de
Fisiologia Cardiovascular e Atividade Fisica — UNESP Rio Claro, que incluiram as avaliagdes
antropométrica, cardiovascular, familiarizacdo ao ergdmetro utilizado, seguido de 3 a 5
sessOes para avaliacdo da aptiddo aerdbia, exame sanguineo de jejum e, por fim, um desafio
agudo experimental. Apos esses procedimentos, foi dado inicio ao treinamento fisico aerdbio
em esteira ergométrica, composto por 8§ semanas. Apos o treinamento fisico, foi realizada uma
reavaliagdo dos pardmetros analisados inicialmente. A figura 7 apresenta como foi a
sequéncia de realizagdo de todos os procedimentos executados com as voluntarias

normotensas e hipertensas.

TREINAMENTO p
, APOS
ANTES - FISICO -

[ AVALIACOES J [ DESAFIOS ] [ AVALIACOES ] [ DESAFIOS }
+ Antropométrica + Antropométrica

IMC e medidas 24 sessdes IMC e medidas
« Cardiovascular 30-40 min « Cardiovascular

PAe FC 100% MFEL PAe FC
+ Aptidao Fisica Gie s 3 vezes/semana + Aptidao Fisica Hlile el

MFEL MFEL
+ Bioquimica + Bioquimica

Exame Jejum Exame Jejum

Figura 7. Delineamento experimental. IMC: Indice de massa corporal; PA: Pressdo arterial;
FC: Frequéncia cardiaca; MFEL: Maxima fase estdvel de lactato; ARG: Arginina; EXE:

Exercicio.
5.5) Pardametros Antropométricos

A massa corporal foi mensurada em balanca digital (Toledo® 2096 PP) com a
voluntaria vestindo o minimo possivel de roupa e descalga. A estatura foi mensurada com
estadiometro da propria balanga, isenta de rodapés ou irregularidades. A voluntaria
permaneceu ereta e com os olhos fixos num eixo horizontal paralelo ao chdo. O indice de
massa corporal (IMC) foi determinado pela razio massa corporal/altura’. As medidas de

circunferéncia de cintura, quadril e abdominal foram realizadas utilizando fita métrica com
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precisdao em milimetros e feitas sempre pelo mesmo avaliador (Callaway et al, 1988; Heyward
& Stolarczyk, 2000). A circunferéncia abdominal correspondeu a maior medida, normalmente
situada no nivel da cicatriz umbilical. A circunferéncia de cintura foi medida no ponto médio
entre a ultima costela e a crista iliaca. A circunferéncia de quadril, por sua vez, foi medida no
ponto de maior circunferéncia da regido glatea. A relacdo cintura-quadril (RCQ) foi obtida
através da razdo entre cintura e quadril. Todas as medidas foram feitas por um profissional de

Educacao Fisica altamente experiente e habilitado com os procedimentos.

5.6) Parametros Cardiovasculares de Repouso

Para medida da pressdo arterial de repouso, foram seguidos os procedimentos
recomendados pela IV Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial (2010). Apds
permanecerem 20 minutos em repouso na posi¢cdo sentada e em ambiente calmo, foram
realizadas trés medidas consecutivas da pressdo arterial no braco esquerdo utilizando o
aparelho de pressdo semiautomatico, devidamente calibrado, da marca Microlife® modelo BP
3BTOA, que opera por meio do método oscilométrico. Em caso de variagdes superiores a 10
mmHg entre as medidas, uma nova medicao era realizada e o valor discrepante descartado.
Considerou-se a média das trés medidas como a PA de repouso.

Para avaliagdo da frequéncia cardiaca de repouso os mesmos procedimentos
foram realizados utilizando um frequencimetro da marca Polar® modelo FT1 TRQ. Ao final

do repouso, o valor da FC foi anotado.

5.7) Avaliagdo da Aptidao Aerobia

Previamente ao inicio da avaliagdo da aptiddo aerobia, as voluntdrias foram
familiarizadas (2-4 sessdes) com a esteira ergométrica que seria utilizada durante o estudo
(Movement® RT 250 PRO). Além disso, a escala de percep¢ao subjetiva de esfor¢o (Borg,
1998) foi apresentada (Tabela 1).

Ap0s a familiarizacdo no ergdmetro, as voluntarias iniciaram o protocolo de testes
para aptiddo aerdbia por meio da avaliagdo da méaxima fase estavel de lactato sanguineo
(MFEL), de acordo com Beneke & Von Duvillard (1996). Foram realizados no minimo dois e
no maximo cinco testes, em dias ndo consecutivos.

A MFEL pode ser definida como a maior intensidade de esfor¢co em que se

observa um equilibrio entre a producdo e a remoc¢do do lactato sanguineo, sendo essa
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condi¢do normalmente associada a capacidade do individuo de sustentar um exercicio
continuo por periodos prolongados de tempo (Beneke, Hiitler & Leithduser, 2000).

O protocolo para determinacdo da MFEL foi constituido de cargas constantes
(inclinacdo da esteira com variacdo entre 2 ¢ 11%), velocidade fixa em 5,5 km/h e duragdo
maxima de 30 minutos, com coletas sanguineas para medi¢ao do lactato realizadas no repouso
e no 10° e 30° minutos do exercicio (Beneke, 2003). A caracterizagdo da MFEL corresponde a
maxima intensidade em que o aumento na concentracao de lactato ndo supera 1 mmol/L entre
o 10° e 30° minutos do teste, ou seja, hd um equilibrio entre a producdo e remocao do lactato.

Os testes foram realizados em dias nao consecutivos com intensidades diferentes a cada dia.

Tabela 1. Escala de percepc¢ao subjetiva de esforco (PSE).

Escala de percepc¢ao subjetiva de esforgo
(BORG E NOBLE, 1974)
6 Sem nenhum esforgo
7 Muito facil
8
9 Facil
10
11 Relativamente facil
12
13 Ligeiramente cansativo
14
15 Cansativo
16
17 Muito cansativo
18
19 Exaustivo
20 Esforgo maximo

Apos assepsia do local com élcool, as amostras de sangue foram coletadas no
l6bulo da orelha utilizando luvas de procedimento e lanceta descartdvel. A primeira gota de
sangue foi desprezada, evitando contaminagdo da amostra com suor, ¢ em seguida foram
coletados 25ul de sangue, por meio de capilares de vidro descartdveis heparinizados e
previamente calibrados. O conteudo foi armazenado a 4° C em tubos de 1,5 mL contendo
400ul de acido tricloroacético (TCA). Foi realizada analise da concentracdo de lactato

sanguineo através do método colorimétrico, conforme descrito por Engel & Jones (1978).
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5.8) Coleta Sanguinea em Jejum

Ap6s jejum noturno de 12 horas, as amostras de sangue foram obtidas da veia
antecubital (em torno de 15 ml), por meio de técnica asséptica com material de punc¢do venosa
descartavel. Este procedimento foi realizado por um profissional altamente experiente e
habilitado entre 7:00 e 7:30 horas da manhd em um laboratério de andlises clinicas
conveniado na cidade de Rio Claro. As amostras de sangue foram depositadas em tubos
especificos, contendo EDTA (para obtencdo do plasma) e tubos secos com gel separador (para
obtencao soro). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 1500 rpm por 15 minutos para
separagdo de aliquotas de plasma e soro e armazenadas a -80°C para posterior analises

bioquimicas.

5.9) Desafio Agudo Experimental

As voluntérias foram instruidas a comparecerem ao Laboratério de Fisiologia
Cardiovascular e Atividade Fisica — UNESP Rio Claro no periodo da manha apés desjejum
habitual, devidamente trajadas para realiza¢do de exercicio fisico. A partir desse momento, as
voluntarias normotensas e hipertensas foram divididas em trés grupos como apresentado na

Tabela 2.

Tabela 2. Numero de voluntarias normotensas e hipertensas de acordo com o desafio agudo

experimental.

ARG EXE ARG+EXE
Normotensas 11 10 10
Hipertensas 9 8 10

Este estudo foi caracterizado como clinico randomizado controlado, com
mascaramento do paciente, e a divisao dos grupos foi feita da seguinte forma (Figura 8):
* Arginina (ARG) — Sess@o com administragdo de L-arginina e sem exercicio fisico
* Exercicio (EXE) — Sessdo com administragdo de placebo e realiza¢do de exercicio fisico
* Arginina + Exercicio (ARG + EXE) — Sessdo com administragio de L-arginina e

realizacdo de exercicio fisico
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Figura 8. Desenho do protocolo do desafio agudo experimental com divisdo de grupos.

Assim que chegaram ao Laboratério, as voluntarias foram encaminhadas para um
ambiente calmo e silencioso para minimizar os efeitos estressores do ambiente e ndo
interferirem nas medidas pressoricas. Elas foram, entdo, orientadas a ficarem em repouso na
posicao sentada. Apds 20 minutos foram feitas 3 medidas consecutivas de pressdo arterial no
brago esquerdo utilizando o aparelho de pressdo semiautomatico. Considerou-se a média das
trés medidas como a PA basal. Logo em seguida, foi realizada a primeira coleta de sangue e
iniciada a administracdo com 9g de L-arginina ou placebo, dependendo do desafio
experimental realizado. A administracao foi realizada durante um periodo de 15 min.

Nos desafios EXE e EXE+ARG, 45 minutos apds a interven¢do com L-arginina
ou placebo, as voluntarias foram submetidas & uma sessdo aguda de 30 minutos de exercicio
fisico aerobio em esteira ergométrica em intensidade correspondente a 100% da MFEL
previamente determinada. No desafio ARG, as voluntarias permaneceram em repouso na
posicao sentada durante esse mesmo periodo de tempo.

Assim que terminaram o exercicio fisico ou aguardaram os 30 minutos em
repouso, as voluntarias foram novamente encaminhadas para um ambiente calmo e silencioso.
A partir desse momento, foi aferida a pressdo arterial e realizadas coletas de sangue venoso
por um periodo de 90 minutos dentro do laboratério. A frequéncia cardiaca foi monitorada
durante todo o periodo de exercicio fisico e no periodo de 90 minutos apds o exercicio.

Finalizados esses procedimentos, aparelhos ambulatoriais de medi¢dao da pressao
arterial (MAPA) foram instalados nas voluntarias e retirados 24 horas apos a colocacao.

Veja esquema do protocolo do desafio agudo experimental a seguir na figura 9.
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Figura 9. Desenho do protocolo do desafio agudo experimental.

5.9.1) Administra¢do de L-Arginina e Placebo

Durante os desafios ARG ¢ ARG+EXE, as voluntarias receberam doses idénticas
do aminoacido L-arginina e placebo no desafio EXE. Os suplementos foram ingeridos na
forma de capsulas de maneira que as participantes ndo soubessem a qual grupo pertenciam. A
quantidade de L-arginina foi de 9 gramas (g), divididas em 18 capsulas de 0,5 g cada. Esse
valor foi escolhido devido aos resultados de estudos prévios que relataram que essa
quantidade de administracdo estaria dentro de uma faixa de seguranca e apresentaram
resultados positivos para individuos saudaveis e pacientes com doenca arterial coronariana ou
hipertensdo (Shao & Hathcock, 2008; Siasos et al, 2007; Evans et al, 2004; Tangphao et al,
1999). Além disso, acima desta concentra¢ao ndo ha maior aumento da concentragdo sérica da
L-arginina e estdo acompanhados efeitos colaterais como nduseas, diarréias e dores
estomacais (Shao & Hathcock, 2008). A administracdo foi iniciada 45 minutos antes do inicio
do exercicio, pois estudos farmacocinéticos demonstram que o pico dos niveis plasmaticos
acontece por volta de 45 a 60 minutos, podendo ficar elevado por até 8 horas apds a
administracdo com L-arginina (Evans et al, 2004; Tangphao et al, 1999). O grupo que teve
administracdo com placebo (EXE) recebeu a mesma quantidade, no entanto, estas estavam
vazias para evitar a interferéncia de outras substancias nos resultados. Todos os grupos

fizeram a ingestdo das capsulas com aproximadamente 400 mililitros (ml) de 4dgua.
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5.9.2) Coleta de sangue venoso

Durante as sessdes agudas, 4 amostras de sangue foram coletadas: uma no
momento basal, e as outras imediatamente antes e ap6s 45 ¢ 90 min do periodo de realizagao
do exercicio fisico. Apos assepsia local, 10 mL de sangue foram obtidos em cada coleta,
totalizando 40 mL de sangue coletados em cada desafio experimental, através da puncdo da
veia antecubital ou radial, utilizando-se de abocate, seringa e agulhas descartaveis. As
amostras de sangue foram depositadas em tubos especificos, contendo EDTA (para obtengdo
do plasma) e tubos secos com gel separador (para obtencdo soro). Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 1500 rpm por 15 minutos para separacdo de aliquotas de plasma e soro

e armazenadas a -80°C para posteriores analises bioquimicas.

5.9.3) Exercicio Aerobio Agudo

O exercicio fisico dos desafios experimentais consistiu em 30 minutos de
exercicio aerdbio na esteira ergométrica com velocidade fixa de 5,5 km/h, com a sobrecarga
imposta através da inclinacdo da esteira (%), na intensidade da MFEL previamente
determinada para cada voluntaria. Esta intensidade e duracdo foram escolhidas pois 30
minutos de exercicio aerdbio ja sdo suficientes para proporcionarem alteragdes significativas
na pressdao arterial apos sua realizacdo (Anunciagdo & Polito, 2011). Além disso, esta
intensidade pode ser caracterizada entre os limites de moderada e intensa, em que as
voluntarias provavelmente ndo suportariam permanecer um periodo mais prolongado de
tempo sem entrarem em exaustdo (Beneke, Leithduser & Ochentel, 2011; Faude, Kindermann
& Meyer, 2009). No desafio agudo experimental realizado apos o treinamento fisico foi feito
reajuste da intensidade, de acordo com os resultados encontrados na avaliacdo da aptidao

aerobia pos treinamento.

5.9.4) Mensuragdo da pressado arterial e frequéncia cardiaca

Durante todo o periodo que as voluntarias permaneceram no laboratorio a pressao
arterial foi monitorada utilizando o aparelho de pressdo semiautomatico, devidamente
calibrado, da marca Microlife® modelo BP 3BTOA, que opera por meio do método
oscilométrico, e a frequéncia cardiaca foi monitorada através do monitor de frequéncia
cardiaca POLAR® modelo RS800. Em cada momento de medida da pressdo arterial, foram
realizadas 3 medidas consecutivas e considerada a média para analise. Caso alguma medida
estivesse acima do intervalo de confianca de 95% das medidas, o valor discrepante foi

descartado.
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A monitorizacdo ambulatorial de pressdo arterial (MAPA) durante as 24 horas
ap6s os desafios agudos foram realizadas pelo aparelho Dyna Mapa' (Cardios®, Sdo Paulo,
Brasil). A MAPA registrou a pressdo arterial a cada 15 minutos durante o dia (periodo de
vigilia) e a cada 30 minutos durante a noite (periodo de sono).

O periodo de vigilia foi considerado a partir de 11:00 horas apds o fim dos
procedimentos dos desafios agudos experimentais e o periodo do sono foi considerado entre
23:00 e 7:00 horas. Durante todo esse peiodo as voluntarias foram instruidas a manterem suas
atividades habituais, ndo praticarem atividade fisica durante o uso do aparelho e preencherem
um recordatério sobre as atividades realizadas no dia do exame.

O Prof. Dr. Gilberto de Nucci, colaborador do projeto e médico, foi responsavel
pela avaliagdo dos resultados do MAPA, bem como a supervisdo da administracdo da L-

arginina.

5.10) Programa de Treinamento Fisico Aerdbio (TF)

Apos o teste para determinagdo da intensidade do exercicio fisico e a realizacao
do desafio agudo experimental, as voluntarias foram submetidas a oito semanas de
treinamento fisico (TF) em esteira ergométrica, com frequéncia de trés vezes por semana, em
intensidade correspondente a 100% da MFEL, totalizando 24 sessdes. Todas as sessdes foram
supervisionadas e realizadas no Laboratdrio de Fisiologia Cardiovascular e Atividade Fisica —
UNESP Rio Claro, em sala com controle de temperatura (aproximadamente 24° C) e umidade
do ar (40-60%). Em todas as sessdes as voluntdrias utilizaram frequencimetro para
monitoramento da frequéncia cardiaca. Antes de iniciar o exercicio na intensidade
prédeterminada, foi realizado aquecimento de 5 minutos com caminhada a 4 km/h com
inclinacao de 1% na esteira, bem como, ao final do exercicio, foi realizada volta a calma
durante 3 minutos com velocidade de 3,5 km/h sem inclinagdo na esteira.

O volume do treinamento fisico foi incrementado progressivamente, de forma que
as voluntarias iniciaram o programa com 30 minutos na 1%, 2* e 3% semanas; 35 min na 4% 5% e
6" semanas; e, por fim, 40 min na 7* ¢ 8" semanas. A duracdo do exercicio foi controlada pelo
cronometro digital da propria esteira ergométrica e a intensidade com base nos valores pré

determinados nos testes de MFEL. Veja esquema do programa de treinamento fisico na figura
10.
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Figura 10. Duracdo das sessdes do programa de treinamento fisico.

Foram excluidas do projeto aquelas voluntarias que tivessem 2 faltas consecutivas
ou que ndo completassem 95% de frequéncia nas 24 sessdes de treinamento fisico.
Finalizadas as 8 semanas do programa de treinamento fisico aerobio, as voluntarias foram
submetidas a reavaliacdo da aptiddo aerdbia, dos exames sanguineos em jejum e do desafio

agudo experimental.

5.11) Analises Bioquimicas

A partir das amostras de soro e/ou plasma devidamente armazenadas, as analises
bioquimicas foram realizadas por meio de kits comerciais pelo método espectofotométrico.
As andlises de perfil lipidico e glicemia foram realizadas pelo Laboratorio Evangélico na
cidade de Rio Claro/SP, enquanto que as andlises de cortisol e testosterona em jejum foram
realizadas pelo Laboratério Franceschi Medicina Diagnoéstica na cidade de Campinas/SP.
Todas as analises restantes foram realizadas no Laboratorio de Fisiologia Cardiovascular e
Atividade Fisica na Unesp de Rio Claro/SP. As amostras foram analisadas em duplicata e os
coeficientes de variagdo intra e inter amostra apresentaram-se dentro dos limites

recomendados pelos fabricantes dos kits comerciais utilizados.
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*  Perfil lipidico e glicemia
Amostras de soro foram utilizadas para a determinagdo dos niveis de colesterol total
(CT), HDL Colesterol (HDL—C), LDL Colesterol (LDL—C), VLDL Colesterol (VLDL),

triglicerideos (TGL) e glicose pelo método enzimatico automatico (Cobas Mira Plus®).

*  Lactato

A concentragdo sanguinea de lactato foi analisada através do método colorimétrico
conforme descrito por Engels & Jones (1978). Basicamente as amostras de 25uL de sangue
foram depositadas em tubos contendo 400uL de acido tricloroacético (TCA) e levemente
agitadas para homogeneizar a amostra. Apdés a homogeneizacdo da amostra, elas foram
centrifugadas e 50uL de sobrenadante foi adicionado a 250uL de reativo. Apo6s incubagdo de
60 min, a concentragdo do lactato sanguineo foi determinada com um comprimento de onda
de 340nm através de um espectrofotdometro. Os valores de lactato estdo expressos em mM. O
reativo utilizado na reagdo ¢ composto de 25 mL de estoque de Glicina/EDTA (20,2 g de
glicina + 2,05 de EDTA + gsp de 4gua destilada para 500 mL) adicionados a 2,25 mL de
Hidrato de Hidrazina a 24% e ajustado para o pH de 9,45. Posteriormente, adiciona-se 50 mg
de Beta-Nicotinamide Adenine Dinucleotide (Sigma Aldrich®) e 75uL de Lactato
desidrogenase (Sigma Aldrich®).

*  Nitrito/Nitrato (NOx')

Para determinacdo da producdo endogena de NO foi realizada a quantificagdo dos anios
nitrito (NO3") e nitrato (NOs’), produtos terminais da oxidacdo do NO. As amostras foram
ultrafiltradas por meio de microfiltros (Microcon Centrifugal Filter Units, 10 kDa; Millipore,
Bedford, MA, USA). Apos o processo de filtragem, a concentragdo de nitrito/nitrato foi
determinada utilizando kit comercial Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA), seguindo as
instrugdes do fabricante. Inicialmente, o ensaio se da pela conversdo das concentracdes de
nitrato para nitrito através da enzima nitrato redutase. Em seguida, adiciona-se a sulfanilamida
(Griss 1) e o N-(1-Naphthyl) ethylenediamine (Griss 2), promovendo a formagdo de um
componente “azo” caracterizado pela coloragdo roxa, este ultimo ¢ quantificado através do

comprimento de onda de 540-550 nm com auxilio de um espectrofotometro.
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*  Guanosina Monofosfato Ciclico (GMPc)

Para determinagdo da concentragdo sérica de GMPc foi utilizado o kit comercial Cayman
Chemical (Ann Arbor, MI, USA). Esse kit ¢ baseado na competicdo entre 0 GMPc livre e
GMPc-acetilcolinesterase (AChE) conjugado (GMPc tracer) por um niimero limitado de sitios
de ligacdo especificos de GMPc de anticorpos de coelhos. Como a concentracdo de GMPc
tracer ¢ mantida constante enquanto a concentracdo de GMPc varia, a quantidade de GMPc
tracer que ¢ capaz de se ligar ao anticporpo de coelho ¢ inversamente proporcional a
concentragdo de GMPc no pogo. Este complexo anticorpo de coelho-GMPc se liga ao
anticorpo monoclonal de camundongo anti-coelho IgG, previamente ligado ao pogo. Apos a
lavagem da placa e retirada do excesso de conjugado e amostra ndo ligadas ao anticorpo, o
reagente Ellman (que contém o substrato de AChE) foi adicionado para determinar a
atividade da enzima ligada. A coloragdo foi desenvolvida e interrompida ap6s 120 minutos
para leitura a 405nm. O produto dessa reacdo enzimatica tem uma cor amarela e a intensidade
desta cor, determinada por espectrofotometria, ¢ proporcional a quantidade de marcador
ligado ao GMPc no pocgo, que ¢ inversamente proporcional a quantidade de GMPc livre

presente no poc¢o durante o periodo de incubagdo. O GMPc ¢ expresso em pmol/mL.

*  Superoxido Dismutase (SOD)

Amostras de plasma foram utilizadas para determinac¢do da atividade da SOD com auxilio
de kits comerciais (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) executados de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Este ensaio utiliza o sal tetrazolio para detec¢do do anion
superoxido gerado pela acdo catalisadora da xantina oxidase sobre a hipoxantina. Uma
unidade (U) de SOD ¢ definida como a quantidade de enzima necessaria para exibir 50% de
dismutac¢do do radical superdxido. A quantificacdo da atividade da enzima SOD foi realizada

pelo método espectrofotométrico utilizando o comprimento de onda de 440nm.

*  Catalase (CAT)

Amostras de plasma foram utilizadas para a determinacdo da atividade da catalase com
auxilio de kits comerciais (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) executados de acordo
com o fabricante. Este ensaio ¢ baseado na reag¢ao desta enzima com o metanol na presenga de
uma concentragdo otima de péroxido de hidrogénio (H,0O,). O formaldeido produzido ¢
mensurado colorimetricamente com Purpald como o composto cromogénico. O Purpald
forma especificamente um composto biciclico hetorociclico com os aldeidos, que em estado

de oxidacdo muda sua coloragdo para roxa. A quantificacdo da atividade da enzima catalase
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foi realizada através do método espectrofotométrico utilizando um comprimento de onda de

540 nm.

*  Malondialdeido (MDA)

Amostras de soro foram utilizadas para a determinagdo da peroxidagdo lipidica, através
do composto malondialdeido (MDA). O ensaio do MDA (Kit Cayman Chemical, Ann Arbor,
MI, USA) ocorre pela reagdo do acido tiobarbitirico sob alta temperatura (90 — 100°C)
formando o composto “MDA-TBA adduct”. Este composto foi quantificado através do

método espectrofotométrico utilizando o comprimento de onda de 530nm.

*  Cortisol e Testosterona em Jejum

Cortisol: Amostras de soro foram utilizadas para a determinacdo dos niveis hormonais de
cortisol pelo método quimioluminescéncia (ADVIA Centaur®). O ensaio ADVIA Centaur
Cortisol ¢ um imunoensaio competitivo que recorre a tecnologia quimioluminescente direta.
Existe uma relagdo inversa entre a quantidade de cortisol presente na amostra e a quantidade
de unidades relativas de luz (RLUs) detectadas pelo sistema.

Testosterona Total: Amostras de soro foram utilizadas para a determinagdo dos niveis
hormonais de testosterona total pelo método quimioluminescéncia (IMMULITE® 2000). O
IMMULITE 2000 Testosterona Total ¢ um imunoensaio competitivo de fase solida, de

enzimas quimico-luminosas. Os resultados sdo expressados em ng/dL.

*  Cortisol do Desafio Agudo Experimental

Amostras de soro foram utilizadas para detremina¢do dos niveis hormonais de cortisol
utilizando o kit comercial R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN, USA). Este ensaio baseia-se
na técnica de ligagdo competitiva no qual o cortisol presente na amostra compete com uma
quantidade fixa de peroxidase horseradish (HRP) que marca cortisol. A absorvancia ¢ lida a
450 nm e a intensidade da cor é inversamente proporcional a concentracdo de cortisol na

amostra.
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ESTUDO 1

EFEITO DO TREINAMENTO FiSICO ENTRE MULHERES
NORMOTENSAS E HIPERTENSAS

[ AVALIACOES ANTES } » [TRE'::}::\C";NTO} »[ AVALIACOES APOS }

Avaliacdo Antropométrica Avaliacdo Antropométrica
Avaliagao Cardiovascular Avaliagao Cardiovascular
Avaliagao Aptidao Fisica Avaliagao Aptidao Fisica

Avaliagao Bioquimica Avaliagao Bioquimica
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6. OBJETIVO

Avaliar os efeitos do treinamento fisico aerobio sobre a pressdo arterial, os
hormonios esterdides (cortisol ¢ testosterona) e os biomarcadores cardiovasculares (via do

NO/GMPc e estado redox) em mulheres normotensas e hipertensas ap6s a menopausa.

7. TRATAMENTO ESTATISTICO

Todos os resultados estdo apresentados em média + erro padrao da média (EPM).
Na avaliacdo dos resultados foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk para determinacdo da
normalidade do conjunto de dados. Para avaliar o efeito do treinamento fisico de 8 semanas e
as diferencas entre os grupos foi utilizado Anova fwo-way e caso houvesse resultado
significativo entre as variaveis, o post hoc de Bonferroni foi utilizado para detectar as
possiveis diferencas. As andlises e graficos foram realizadas utilizando o software GraphPad

Prisma versdo 5 e admitiu-se nivel de significancia de 5% para todas as analises.
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8. RESULTADOS

Inicialmente, em torno de 460 voluntarias demonstraram interesse em participar
da pesquisa e compareceram ao laboratorio para o cadastro inicial. Apos algumas desisténcias
ou mesmo exclusdo por ndo se encaixarem nos critérios do estudo, 207 pessoas foram
selecionadas para participar e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). No entanto, no decorrer do estudo, 146 participantes desistiram por motivos pessoais
ou foram excluidas por ndo cumprirem todas as etapas exigidas, totalizando uma perda de
139%. Deste modo, os dados apresentados neste estudo sdo referentes ao numero final de 61

voluntarias, 33 normotensas e 28 hipertensas (Figura 11).

700 voluntarias cadastradas no banco de dados

I\ J
i' ....... > 240 ndo atenderam aos critérios de inclusdo
Ve N\

460 voluntarias pré selecionadas e convidadas
- J

i' ‘‘‘‘‘‘‘ > 103 ndo atenderam aos critérios de inclusao
150 ndo interessadas em participar do projeto

207 voluntarias interessadas e dentro dos critérios de
inclusido que assinaram o TCLE

¢ ------- > 108 desistentes/excluidas durante a familiarizagdo

99 voluntarias finalizaram a avaliagdo aerdbia

88 voluntarias realizaram os desafios agudos e
iniciaram o treinamento fisico

¢ ------- > 22 desistiram/excluidas durante o treinamento fisico

66 voluntarias concluiram todo o protocolo do
estudo

l, ------- > 11 desistentes durante/apos a avaliagdo aerobia

l, ------- > 5 excluidas por ndo completar 95% de frequéncia ou
mudang¢a de medicamento

33NT 28 HT

Figura 11. Sele¢do das voluntarias.
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8.1) Caracteristicas Gerais

A Tabela 3 apresenta as caracteristicas gerais das voluntarias normotensas e
hipertensas. Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos NT e HT para as
variaveis idade e tempo apds a menopausa. Dessa forma, a populacdo estudada apresenta
homogeneidade em suas caracteristicas, o que proporciona melhor andlise dos objetivos

propostos.

Tabela 3. Caracteristicas gerais das voluntarias normotensas (NT) e hipertensas (HT).

NT HT
n 33 28
Idade (anos) 55,6 £0,8 57,2+1,0
Tempo apés menopausa (anos) 8,009 10,3+1,2

8.2) Uso de Medicamentos

A Tabela 4 mostra os medicamentos utilizados pelas voluntarias de ambos os
grupos. Das 31 voluntarias normotensas que concluiram a participagdo no estudo, 52% ndo
tomavam nenhum tipo de medicamento e 13% utilizavam medicamento para tratamento de
dislipidemia. Além de 13% que faziam uso de ansiolitico e 13% que suplementavam com
calcio. Todas as 28 voluntarias hipertensas eram medicadas, 39% fazia uso de estatina e 28%
suplementavam com célcio, 39% estavam sobre monoterapia e 61% politerapia para controle
da pressdo arterial. A Figura 12 descreve detalhadamente as caracteristicas do tratamento anti-

hipertensivo.
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Tabela 4. Relacdo dos tipos de medicamentos utilizados pelas voluntarias normotensas (NT)

e hipertensas (HT).
NT HT
Estatina 4 (13%) 11 (39%)
Hormonio tireoidiano 1 (3%) 2 (7%)
Ansiolitico 4 (13%) 2 (7%)
Calcio 4 (13%) 8 (28%)
Nenhum 16 (52%) -
Anti-hipertensivos
Monoterapia 11 (39%)
Politerapia 17 (61%)
MONOTERAPIA POLITERAPIA

¥ Antag receptor AT1 ou inibidor ECA

“ Diurético

3-Bloqueador

18%

12%
12%
® Djurético + Antag receptor AT1 ou inibidor ECA
" Diurético + f3-Bloqueador / Bloq Canais Ca
Diurético + f3-bloqueador + inibidor ECA

Antag receptor AT1 + 3-Bloq / Bloq Canais Ca

Outras combinag¢des

Figura 12. Caracteristicas da terapia anti-hipertensiva. Ca: Célcio; ECA: Enzima conversora

de angiotensina.
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8.3) Avaliagdo Antropométrica

A figura 13 apresenta os dados de massa corporal, IMC, medidas de
circunferéncias e razao cintura-quadril, que se mantiveram apos as 8 semanas de treinamento
fisico. Ambos os grupos apresentavam a mesma classificagdo de sobrepeso em relagdo ao

IMC.
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Figura 13. Efeito do treinamento fisico aerébio sobre os parametros antropométricos em
voluntarias normotensas (NT) e hipertensas (HT) apos a menopausa. IMC: Indice de Massa

Corporal; Circunf: Circunferéncia; RCQ: Razao Cintura-Quadril.
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8.4) Andlise de Perfil Lipidico e Glicemia em Jejum

Os resultados do perfil lipidico e glicemia de jejum estdo apresentados na Tabela
5 e ndo foram diferentes entre os grupos de mulheres normotensas e hipertensas. Apesar de o
treinamento fisico ndo ter promovido alteragdes nessas andlises em ambos os grupos, esse
resultado era esperado, pois ndo houve controle da dieta das voluntarias durante o protocolo
de estudo. De acordo com a V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da
Aterosclerose (Xavier et al, 2013) ¢ as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2013-

2014), todos os valores de perfil lipidico e glicemia estdo dentro de concentracdes desejaveis.

Tabela 5. Efeito do treinamento fisico aerdbio sobre o perfil lipidico e glicémico em

voluntarias normotensas (NT) e hipertensas (HT) ap6s a menopausa.

NT HT
Antes Apos Antes Apos
CT (mg/dL) 210,0 £ 5,2 204,3 + 4,6 199,4 + 5,8 189,7+4,5
HDL-C (mg/dL) 45,6 £1,6 483+ 1,4 474+ 1,3 483 +1,2
LDL-C (mg/dL) 137,0+5,5 130,6 +4,3 126,9 + 5,7 119,3+44
VLDL (mg/dL) 26,5+ 2,1 255+1,7 25,1+ 1,6 220+14

Triglicerideos (mg/dL) 132,5+10,5 127,5 £ 8,6 125,6 £ 8,1 110,0 £ 7,2

Glicemia (mg/dL) 87,3+ 1,6 90,8 £ 1,6 88,0+ 1,6 90,7+ 1,9

CT: Colesterol total; HDL-C: Lipoproteina de baixa densidade; LDL-C: Lipoproteina de alta densidade; VLDL:

Lipoproteina de muito baixa densidade.

8.5) Avaliacdo da Aptidao Aerobia

Os resultados da avaliacdo da intensidade de exercicio correspondente 8 MFEL
antes e apos a participagdo no treinamento fisico aerdbio de 8 semanas estdo apresentados na
Tabela 5 e Figuras 14 e 15. Foram excluidas das andlises de FC seis voluntarias hipertensas
que faziam uso de medicamentos B-bloqueadores (NT: 33 e HT: 22).

A figura 14 ilustra os resultados da concentragdo de lactato sanguineo na

intensidade da MFEL antes e apds o treinamento fisico de 8 semanas para as voluntérias
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normotensas e hipertensas. A intensidade da MFEL foi considerada aquela intensidade
(inclinacdo) em que o aumento na concentracdo de lactato ndo superasse 1 mmol/L entre o
10° e 30° minutos do teste, ou seja, a intensidade em que houvesse um equilibrio entre a

produgdo e remocgao do lactato.

NT HT
* | *

AN
)
AN
)

(8]
1
(8]

1

[Lac] (nmol/L)

[Lac] (nmol/L)

S
(=

Repouso 10° min 30° min Repouso 10° min 30° min

=8 Antes TF  **8** Apos TF == Antes TF  **A** Apos TF

Figura 14. Efeito do treinamento fisico aerdbio sobre a concentracdo de lactato sanguineo
durante a sessdo de exercicio correspondente 8 MFEL em voluntarias normotensas (NT) e

hipertensas (HT) ap6s a menopausa. [Lac]: Concentracdo de lactato. * p<0,05 vs basal antes

TF; J p<0,05 vs basal apos TF (Anova medidas repetidas).

A figura 15 apresenta a intensidade obtida a 100% da MFEL antes e apds o
treinamento fisico. Nota-se que o aumento na intensidade (inclinacdo da esteira) da MFEL foi
estatisticamente significativo apds o treinamento fisico de 8 semanas nos dois grupos (NT:
38% e HT: 35%), demonstrando que o programa de treinamento fisico foi eficaz em melhorar
a aptidao fisica de maneira similar entre as voluntarias NT e HT.

A concentracdo de lactato sanguineo ([Lac]), a frequéncia cardiaca (FC) e a
percepcao subjetiva de esforco (PSE) ndo foram diferentes apos o treinamento fisico de oito
semanas, mostrando que mesmo em uma intensidade mais alta, as participantes mantiveram
os mesmos valores nos parametros analisados antes de iniciarem o programa de exercicio

fisico (Tabela 6).
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Intensidade (%)

NT HT Antes TF Il Apos TF

Figura 15. Efeito do treinamento fisico aerdbio sobre a intensidade correspondente 8 MFEL
em voluntarias normotensas (NT) e hipertensas (HT) apds a menopausa. * p < 0,05 (Anova

two-way).

Tabela 6. Efeito do treinamento fisico aerdbio sobre a frequéncia cardiaca e percepg¢do
subjetiva de esforco durante a sessdo de exercicio correspondente a MFEL em voluntérias

normotensas (NT) e hipertensas (HT) ap6s a menopausa.

MFEL Antes MFEL Apos
NT 10° min 30° min 10° min 30° min
FC (bpm) 147 +2 153+3 148 +2 155+2
PSE 12+0 15+£0 13+£0 15+0
HT 10° min 30° min 10° min 30° min
FC (bpm) 142 + 4 149 + 4 140+ 4 146 + 4
PSE 13+0 15+£0 13+£0 16+0

MFEL: Maxima fase estavel de lactato; FC: Frequéncia cardiaca; PSE: Percepgdo subjetiva de esfor¢o. Foram

excluidas das analises de FC seis voluntarias hipertensas que faziam uso de B-bloqueadores.

8.6) Avaliacao Cardiovascular

Com relacdo as avaliagdes hemodinamicas de repouso, ¢ importante ressaltar que
todas as voluntarias hipertensas faziam uso de medicac¢do anti-hipertensiva, ¢ em nenhum
momento do estudo a medicacdo foi suspensa. Essa medida foi adotada devido aos aspectos

¢ticos do projeto, para ndo causar riscos a saude durante as intervencdes ¢ manter a validade
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do estudo, reproduzindo a situacdo real das voluntarias que eram medicadas durante o seu dia
a dia.

Nao foram encontradas diferencas significativas nas pressoes sistolica e diastolica
apos a conclusdo do treinamento fisico em ambos os grupos (Figura 16). Para analise da
frequéncia cardiaca de repouso foram excluidas seis voluntarias hipertensas que faziam uso de
medicamentos B-bloqueadores. Nao foram verificadas altera¢cdes na FC apds o treinamento

fisico de 8 semanas.
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Figura 16. Efeito do treinamento fisico aerobio sobre a pressdo arterial e frequéncia cardiaca
de repouso em voluntarias normotensas (NT) e hipertensas (HT) ap6s a menopausa. PAS:

Pressdo arterial sistolica; PAD: Pressdo arterial diastdlica; FC: Frequéncia cardiaca.
8.7) Avaliagdo Bioquimica
8.7.1) Analise da via NO/GMPc e estresse oxidativo
Na figura 17 foram analisados marcadores que compdem a via do 6xido nitrico

(NO) por meio da determinacdo dos niveis plasmaticos de nitrito/nitrato (NOy) e GMPc.

Nesse sentido, verificou-se que o grupo HT mostrou niveis aumentados de NOy™ (42%) ap6s o
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protocolo de treinamento fisico comparado ao grupo NT, embora ndo tenha sido encontrada

alteracdo significativa nos niveis de GMPc em ambos os grupos.
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Figura 17. Efeito do treinamento fisico aerdbio sobre a via do NO e estresse oxidativo em
voluntarias normotensas (NT) e hipertensas (HT) ap6s a menopausa. NOy: nitrito/nitrato;
GMPc: guanosina monofosfato ciclico; SOD: superoxido dismutase; CAT: catalase; MDA:

malondialdeido. * p < 0,05 (Anova two-way).

Em relagdo ao estresse oxidativo, foram analisadas as atividades das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Observou-se aumento
significativo na atividade da SOD (NT: 58%; HT: 97%) em ambos os grupos, entretanto, a
magnitude de aumento foi significativamente maior no grupo HT (27%). Nao foram

observadas alteragdes na atividade da catalase no grupo NT, enquanto no grupo HT houve um
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aumento de 73% apos o protocolo de treinamento fisico. Os niveis de MDA, produto final da
peroxidacgdo lipidica, foram quantificados para caracterizagdo do status oxidativo. Nenhuma

alteracao foi observada apos as 24 sessdes de exercicio aerdbio em ambos 0s grupos.

8.7.2) Analises hormonais

A figura 18 apresenta os resultados dos biomarcadores hormonais em jejum de
ambos os grupos apds o programa de treinamento fisico. Verificou-se que mulheres pds-
menopausadas hipertensas possuem os mesmos niveis de cortisol e testosterona comparadas
as mulheres normotensas. O treinamento fisico ndo promoveu alteragcdes nas concentragdes

séricas desses hormdnios em ambos 0s grupos.
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Figura 18. Efeito do treinamento fisico aerobio sobre os niveis hormonais em voluntarias

normotensas (NT) e hipertensas (HT) ap6s a menopausa.
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9. SUMARIO DOS RESULTADOS

Tabela 7. Efeito do treinamento fisico aerobio em voluntarias normotensas e hipertensas.

NORMOTENSAS HIPERTENSAS

Antropometria

Massa Corporal e IMC - -
Circunferéncia Abdominal - -
Circunf. Cintura e Quadril - -

RCQ _ ]

Cardiovascular
PAS repouso - -
PAD repouso - -

FC repouso - -

Perfil lipidico e glicemia

Colesterol Total e LDL-C - -
HDL-C - -
VLDL-C - -
Triglicérides - -

Glicemia - .

Via NO e estado redox

NOy - >NT
GMPc - -
SOD A M
Catalase - A
MDA - -

Analises hormonais
Cortisol - -

Testosterona Total - -

IMC: Indice de massa corporal; Circunf: Circunferéncia; RCQ: Relagdo cintura-quadril; PAS: Pressio arterial
sistolica; PAD: Pressdo arterial diastélica; FC: Frequéncia cardiaca; LDL-C: Lipoproteina de baixa densidade;
HDL-C: Lipoproteina de alta densidade; VLDL-C: Lipoproteina de muito baixa densidade; NOy: Nitrito/nitrato;
GMPc: Monofosfato ciclico de guanosina; SOD: Superoxido dismutase; MDA: Malondialdeido. - : sem

alteragdes; >: maior que; A\: aumento; W: redugdo; A\: aumento apos TF e maior comparado a NT.
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10. DISCUSSAO

Sabe-se que os hormonios ovarianios exercem efeito protetor ao desenvolvimento
de doengas cardiovasculares, como hipertensdo arterial e aterosclerose. Estudos mostram que
o estrogénio ¢ capaz de modular a func¢do endotelial ao elevar a produgdo de NO
(Wassertheil-Smoller et al, 2000; Cardoso et al, 2007; Zanesco & Zaros, 2009; Knowlton &
Lee, 2012). Além disso, parece que os estrogenos podem modular a sintese de endotelina, um
potente vasoconstritor, bem como alterar o balanco entre a producdao de angiotensina II e
angiontensina 1-7 (Freitas, 2001; Tostes et al, 2003). Assim, a deficiéncia de 17-beta
estradiol, principal estrogénio circulante, apés a menopausa parece contribuir para maior
prevaléncia de hipertensdo arterial em mulheres, quando comparadas com homens da mesma
idade (Kim et al, 2006; Ong et al, 2008). No entanto, a maioria dos estudos que demonstraram
os efeitos dos estrogenos sobre o sistema cardiovascular foram em modelos experimentais
(Tostes et al, 2003; Heeren et al, 2009; Flores et al, 2010; Sanches et al, 2012), enquanto que
os estudos em seres humanos, mulheres, ainda ndo sdo conclusivos.

Com relagdo aos androgénios e sistema cardiovascular, seu papel ainda ¢
controverso em mulheres na pds-menopausa. Alguns estudos sugerem um papel negativo dos
andrégenos, mostrando associagdo positiva dos niveis de testosterona em mulheres na pos-
menopausa com a pressdo arterial, niveis de colesterol total e LDL colesterol (Phillips et al,
2000; Lima, Wofford & Reckelhoff, 2012), e ainda com o indice de massa corporal
(Lukanova et al, 2004). Além disso, trabalho prévio mostrou efeito deletério da
suplementa¢do com androgénios na reatividade vascular (McCredie et al, 1998). Por outro
lado, trabalho recente mostra que a deficiéncia de testosterona poderia ser um fator de risco
para o desenvolvimento de placas de aterosclerose em ratas ovariectomizadas e com knockout
para o receptor de androgeno (Fagman et al, 2015).

Assim, neste estudo foi avaliado os niveis séricos de testosterona total em jejum
em mulheres normotensas e hipertensas apds a menopausa, € os niveis de testosterona total
foram similares entre os dois grupos. Podemos observar também que os niveis circulantes de
testosterona encontrados na populag¢do apresentavam-se baixos (0,77 £ 0,06 nmol/L) quando
comparados com mulheres jovens (1,40 + 0,21 nmol/L) analisados em estudo recente
(O'Leary et al, 2013). No entanto, os valores de testosterona encontrados em nosso estudo
foram similares aqueles observados em estudos anteriores (Phillips et al, 2000; Jones et al,

2013; Matsui et al, 2013; Zhao et al, 2013). Por outro lado, alguns estudos que também



65

avaliaram mulheres na poOs-menopausa encontraram valores de testosterona basais
relativamente superiores aos nossos (Vicennati et al, 2006; Montalcini et al, 2007).

Ainda em se tratando de riscos para doencas cardiovasculares, evidéncias
apontam que o excesso de glicocorticdides pode estar relacionado com a génese da
hipertensdo arterial. A secrecdo de cortisol tem um padrdo circadiano, com niveis mais altos
pela manhd e mais baixos a noite. Este padrdo ndo ¢ significativamente afetado com o
envelhecimento, mas os niveis tendem a aumentar (Van Cauter, Leproult & Kupfer, 1996;
Ferrari et al, 2001). Os niveis de cortisol em mulheres na pés-menopausa também apresentam
resultados conflitantes. Niveis mais altos de cortisol foram observadas em mulheres apds a
menopausa quando comparadas as mulheres jovens (Patacchioli et al, 2006), enquanto que
outros trabalhos ndo detectaram diferengas significativas entre mulheres na pré- e pds-
menopausa (Kalleinen et al, 2008; Mclnnes et al, 2012). Apesar do cortisol ser essencial na
resposta ao estresse agudo, a elevacdo cronica desse hormonio ¢ considerada prejudicial
(Rosmond & Bjorntorp, 2000), pois evidéncias mostram que esse hormonio pode estar
envolvido no mecanismo de reducdo da produgdo de NO, o que poderia causar elevacido da
pressdo arterial (Turner et al, 1996; Kelly et al, 1998; Wallerath et al, 1999; Whitworth,
Mangos & Kelly, 2000; Lou et al, 2001). Além disso, niveis elevados de glicocorticoides
também parecem estar associados com a obesidade e deposicdo de tecido adiposo visceral
(Vicennati et al, 2006; Yamatani et al, 2013).

Os niveis de cortisol basal das voluntarias deste estudo estdo dentro dos valores
normais, € seus valores foram similares entre mulheres normotensas e hipertensas. No
entanto, deve-se enfatizar que as concentragdes estdo bem proximas ao limite maximo
superior. Similar aos nossos dados, um estudo que avaliou mulheres na pds-menopausa
normotensas € hipertensas ndo encontrou diferengas entre os grupos, porém, os autores
observaram concentragdes de cortisol relativamente menores que os nossos (Saxena & Seely,
2012). Outros trabalhos que avaliaram mulheres pds-menopausadas também encontraram
niveis hormonais basais de cortisol relativamente menores do que os observados em nosso
estudo (Phillips et al, 2000; Kalleinen et al, 2008; Freitas et al, 2012).

Sabe-se que o exercicio fisico aerdbio de moderada intensidade, realizado
continuamente, promove efeitos benéficos tanto na prevengdo quanto no tratamento das
doengas cardiovasculares, e sua pratica regular tem sido recomendada por diferentes
associacdes de saude do mundo. Seus beneficios também tem sido demonstrados na
prevencao e/ou tratamento da hipertensdo arterial (Kingwell, 2000; Pescatello et al, 2004;

Laterza et al, 2007; Zanesco & Antunes, 2007). Sendo assim, a inatividade fisica ¢ o baixo
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nivel de condicionamento fisico sdo considerados fatores de risco para o desenvolvimento
dessas doencas (Donnelly et al, 2009). O exercicio fisico aumenta o fluxo sanguineo pulsatil e
a pressdo que o sangue exerce sobre a parede vascular, e a forca de cisalhamento sob as
células endoteliais sdo estimulos poderosos para a geracdo de NO no sistema vascular. Assim,
um dos efeitos benéficos do exercicio fisico regular esta estreitamente relacionado a maior
produgdo de NO e/ou sua menor inativacdo. Estes efeitos tem sido associados a aumento na
atividade de enzima eNOS, aumento na expressdo de enzimas antioxidantes ou redugdo na
expressdao de subunidades de enzimas oxidantes, principalmente a NADPH oxidase (Sessa et
al, 1994; Kingwell, 2000; Zanesco & Antunes, 2007; de Moraes et al, 2008; Claudino et al,
2011). Assim, em nosso trabalho avaliamos a via NO/GMPc e o estado redox das voluntarias
antes e ap6s um programa de treinamento fisico aerdbio.

Apesar do programa de treinamento fisico ndo ter provocado alteragdo nas
concentragcdes de nitrito/nitrato ¢ GMPc, os niveis de NOX mostraram-se¢ maiores nas
voluntarias hipertensas apds o treinamento fisico, sugerindo que o exercicio fisico pode ser o
estimulo necessario para estimular a via NO/GMPc e alcangar um importante ganho
cardiovascular, principalmente em mulheres ap6s a menopausa. De fato, trabalhos prévios de
nosso laboratdrio mostram que as concentragdes de nitrito/nitrato ndo sdo diferentes entre as
mulheres normotensas e hipertensas (Sponton et al, 2010; Esposti et al, 2011).

Com relagdo ao estado redox, observamos que a atividade da enzima antioxidante
SOD foi marcantemente aumentada pelo treinamento fisico aerobio em mulheres normotensas
e hipertensas, com maior magnitude no grupo de hipertensas. Esse aumento expressivo na
atividade da enzima SOD nao se refletiu em reducdo de pressdo arterial nas voluntéarias do
estudo. O treinamento fisico também promoveu aumento na atividade da enzima catalase nas
voluntarias hipertensas, sugerindo que mulheres com patologia cardiovascular podem ser
mais responsivas aos efeitos benéficos do exercicio aerdbio. Nao detectamos qualquer
alteracdo nas concentracoes de MDA, tanto no estado basal quanto ap6s o treinamento fisico,
entre os grupos de mulheress normotensas e hipertensas. Evidéncias mostram que apesar do
exercicio fisico promover aumento do estresse oxidativo, os efeitos prolongados do
treinamento fisico tem sido associados com maior atividade antioxidante, principalmente em
modelos animais (Radak, Chung & Goto, 2008; Radak et al, 2013). Por outro lado, estudos
avaliando pacientes hipertensos mostram maior producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) nesses pacientes e demonstram uma associagdo positiva entre estresse oxidativo e
disfuncdo endotelial (Cai & Harrison, 2000). Trabalho prévio mostrou que mulheres com

ciclo menstrual normal apresentam concentragdes de MDA relativamente inferiores as
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encontradas nas mulheres posmenopausadas deste estudo (Lutoslawska et al, 2003). Nosso
trabalho, no entanto, ndo detectou qualquer alteracdo nos niveis de MDA, mas claramente
mostra que o programa de treinamento fisico eleva a atividade da enzima SOD e catalase de
maneira significativa.

J& estd bem estabelecido que o exercicio fisico ¢ um estimulo fundamental para
prevencao do ganho de peso corporal e promoc¢ao da perda de peso (Swift et al, 2014). Nossos
resultados ndo demonstram efeitos do treinamento fisico aerdbio na massa corporal, IMC e
medidas de circunferéncia nas mulheres normotensas hipertensas. Alguns autores sugerem
que aliar a restricao calorica ao protocolo de treinamento fisico potencializa a perda de peso, e
que, sem a dieta, os protocolos com maior volume sdo mais eficazes no controle de peso
corporal (Donelly et al, 2009). De fato, estudo recente encontrou maior reducdo do peso
corporal com mulheres na pods-menopausa quando associou dieta e exercicio fisico
(Abbenhardt et al, 2013). Além disso, ¢ importante ressaltar que o estilo de vida fisicamente
ativo pode promover outros beneficios, como aumento na massa muscular, melhorando assim
a qualidade de vida das mulheres nesta faixa etaria (Stehr & Von Lengerke, 2012).

Diversos autores mostraram que as alteracdes de perfil lipidico e/ou glicemia em
resposta ao treinamento fisico sdo mais evidentes quando esses parametros estdo elevados,
como nas dislipidemias e no diabetes mellitus (Kadoglou et al, 2007; Mann, Beedie &
Jimenez, 2014), e nosso protocolo ndo promoveu modificacdes significativas nesses
parametros. Esses achados corroboram com outros autores, considerando que estudos
realizados com mulheres na pds-menopausa ndo encontraram redugdo de perfil lipidico
também utilizando exercicio em intensidade moderada, porém com protocolos de treinamento
mais longos (Arsenault et al, 2009) ou com diferentes intensidades de exercicio fisico (Church
et al, 2007).

Em relacdo a aptidao fisica, de acordo com vdarios autores, a intensidade
correspondente 8 MFEL deve ser o parametro utilizado para prescri¢ao de exercicios fisicos, e
a intensidade de exercicio correspondente a MFEL ¢ mais importante que a [Lac] per se
(Faude, Kindermann & Meyer, 2009; Beneke, Leithduser & Ochentel, 2011). Nosso estudo ¢é
um dos primeiros a avaliar a intensidade correspondente @ MFEL em mulheres apos a
menopausa utilizando um protocolo de exercicio adaptado a populacio estudada. Sabe-se que
a MFEL geralmente ocorre com uma concentra¢do de lactato média de 4 mM em diferentes
populagdes (Simdes et al, 2010a; Simdes et al, 2010b; Beneke, Leithduser & Ochentel, 2011),
porém, em nosso estudo observamos que a [Lac] da MFEL foi menor (cerca de 3 mM). Um

possivel mecanismo seria que a populacdo estudada possui menor quantidade de massa
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muscular. De fato, alguns autores reportaram que tanto a MFEL quanto a intensidade
correspondente @ MFEL reduzem com o envelhecimento, principalmente em mulheres, e essa
reducdo estaria relacionada a massa muscular, bem como o tipo de exercicio executado

(Matternn et al, 2003; Korhonen, Suominen & Mero, 2005).

11. CONCLUSOES

Em conjunto, os resultados apresentados mostraram que apesar de ndo ter
mudangas nas concentragdes circulantes da via NO/GMPc, o treinamento fisico aerébio pode
contribuir substancialmente para melhorar a defesa antioxidante das mulheres pds-
menopausadas hipertensas, o que poderia contribuir para a saude cardiovascular dessa
populacdo. Além disso, considerando que estudos experimentais sugerem que alteragdes nos
niveis de testosterona e cortisol poderiam estar envolvidos na maior génese de hipertensao
arterial em mulheres apds a menopausa, nosso estudo ndo encontrou essa associagdo em seres
humanos. Também ¢ importante ressaltar que a maxima fase estavel de lactato pode ser
utilizada na prescrigdo de exercicios fisicos para mulheres pds-menopausadas, tanto
normotensas quanto hipertensas, sendo uma intensidade que consegue promover importantes

melhoras na aptiddo aerobia e satde cardiovascular dessa populagdo.
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ESTUDO 2

EFEITO DO TREINAMENTO FiSICO ENTRE MULHERES
NORMOTENSAS E HIPERTENSAS
FRENTE A UM DESAFIO AGUDO COM EXERCICIO E L-ARGININA
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12. OBJETIVO

Avaliar os efeitos do treinamento fisico aerdébio sobre as respostas
cardiovasculares e enddcrino-metabolicas frente a exposi¢do aguda com exercicio fisico
aerobio e administracdo de L-arginina em mulheres normotensas e hipertensas apds a

menopausa.

13. TRATAMENTO ESTATISTICO

Todos os resultados estdo apresentados em média + erro padrao da média (EPM).
Na avaliacdo dos resultados foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk para determinacdo da
normalidade do conjunto de dados.

A variabilidade da pressao arterial (ARV — average real variability) obtida com
os dados do MAPA foi calculada conforme féormula proposta previamente por Mena et al
(2005). A area abaixo da curva (AUC) foi calculada pelo método trapezoidal (célculo da
integral) para avaliar o comportamento das varidveis em razao do tempo através do software
GraphPad Prisma versao 5.

Para avaliar as alteracdes ocorridas durante cada desafio agudo foi utilizada
Anova medidas repetidas e para comparagdes entre os desafios, foi utilizada Anova one-way.
Caso houvesse diferenca entre as variaveis, foi aplicado o post hoc de Tukey. Enquanto que
para comparagdes entre os grupos NT e HT foi utilizado Anova two-way, seguida de post hoc
de Bonferroni para detectar as diferengas. Para verificar diferencas apds o treinamento fisico,
foi utilizado teste ¢ de Student para amostras pareadas. As analises foram realizadas utilizando
o software GraphPad Prisma versdo 5 e admitiu-se nivel de significancia de 5% para todas as

analises.
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14. RESULTADOS

Como explicitado anteriormente no capitulo de Materiais e Métodos, as
voluntérias foram submetidas a um desafio agudo experimental antes e ap6s o protocolo de 8
semanas de treinamento fisico. Nesse desafio foi feita administragdo com L-arginina (para os
grupos ARG e ARGH+EXE) e exercicio fisico (para os grupos EXE e ARG+EXE), além de
acompanhamento da pressdo arterial a cada 15 minutos ap6s a realizacdo do desafio e coletas
sanguineas antes e apos o desafio para todos os protocolos. Nesse momento, as voluntarias

foram divididas de acordo com o desafio agudo realizado, conforme apresentado na tabela 8.

Tabela 8. Numero de voluntarias normotensas e hipertensas de acordo com o desafio agudo

experimental.

ARG EXE ARG+EXE
Normotensas 11 10 10
Hipertensas 9 8 10

Veja o esquema do protocolo experimental do desafio agudo na figura 19.

Basal Pré Desafio Pés Desafio MAPA
1
L-arginina Exercicio ou ' '
ou Placebo Repouso
’ ’ —‘
15" 30" 45 60" 75 90’ — 24h
7:25 8:10 9:00 9:15 9:30 9:45 10:00 10:15 11:00 7:00
PA PA PA PA PA PA PA PA

PA Mensuragio da pressio arterial

1 | Coleta de sangue venoso

Figura 19. Desenho do protocolo do desafio agudo experimental.
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14.1) Andlise do comportamento dos desafios agudos

14.1.1) Avalia¢do cardiovascular

Para analisar o comportamento dos desafios agudos, foi escolhido teste estatistico
Anova para medidas repetidas ponto a ponto e foram avaliadas diferencas em relacdo ao
momento basal de cada grupo separadamente. O objetivo foi analisar o efeito de cada
estimulo (L-arginina, exercicio fisico e associagdo de ambos) no comportamento de cada
variavel durante o protocolo experimental agudo. Além disso, também foi utilizado Anova
one-way para comparar a area abaixo da curva (AUC) do valor absoluto das varidveis entre os
grupos. Para andlise da frequéncia cardiaca foram excluidas cinco voluntérias hipertensas que
faziam uso de medicamentos -bloqueadores.

Para as voluntarias normotensas, a Anova medidas repetidas mostrou que o grupo
que associou a administracdo com L-arginina e exercicio fisico (ARG+EXE) foi o tnico
capaz de promover redu¢do de PAS durante a avaliagdo (Figura 20). Os grupos que
realizaram somente a administracdo (ARG) ou o exercicio fisico (EXE) isolados nao tiveram
alteracdes significativas na PAS. Apds 8 semanas de treinamento fisico aerébio, o mesmo
desafio agudo foi realizado com as voluntarias e, novamente, a PAS se mostrou responsiva
apenas a associagdo de L-arginina e exercicio fisico (ARG+EXE).

O célculo da AUC da pressdo arterial durante os desafios agudos mostrou que,
antes do treinamento fisico, os grupos que realizaram o exercicio fisico agudo (EXE e
ARG+EXE) apresentaram maior AUC da PAS quando comparados com o grupo que nao
realizou o exercicio (ARG). No entanto, ap6s completar 8 semanas de treinamento fisico, ndo
sdo percebidas diferencas na AUC da PAS entre os grupos, mostrando que os diferentes
estimulos promovem as mesmas alteragdes na PAS das mulheres normotensas.

Ainda na figura 20, para as voluntarias hipertensas, nenhum dos desafios agudos
experimentais promoveu alteragdo da PAS. O mesmo foi observado apds finalizar as 8
semanas de treinamento fisico aerdbio de moderada intensidade. Além disso, o calculo da
AUC do comportamento da pressdo arterial das voluntérias hipertensas apresentou resultados
similares antes e apos o treinamento fisico, em que os diferentes estimulos (L-arginina,

exercicio fisico e associados) promovem alteragdes semelhantes da PAS.
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Figura 20. Comportamento da pressdo arterial sistolica (PAS) e respectiva area abaixo da
curva (AUC) durante os desafios agudos experimentais das voluntirias normotensas e
hipertensas antes e apos o treinamento fisico de 8 semanas. * p<0,05 vs respectivo basal
(Anova medidas repetidas); * p<0,05 (Anova one-way).
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Na figura 21, que apresenta os dados em relacdo a PAD, tanto nas mulheres
normotensas quanto nas hipertensas, os desafios com administracdo de L-arginina e exercicio
fisico, realizados de maneira isolada ou combinados, promoveram alteracdo da PAD somente
em alguns momentos aletorios. O mesmo ocorreu apds o treinamento fisico de 8 semanas.

O célculo da AUC da PAD mostrou que os estimulos com administragdo de L-
arginina, exercicio fisico agudo e a associacdo de ambos promovem altera¢cdes similares na
PAD. Esse resultado foi visto nos grupos de mulheres normotensas e hipertensas. O
treinamento fisico de 8 semanas, por sua vez, ndo modifica essa resposta.

Na figura 22 ¢ apresentado o comportamento da FC e, como esperado, houve
aumento de FC durante o periodo de avaliagdo nos grupos que realizaram exercicio fisico
(EXE e ARG+EXE). Esse resultado foi similar para o grupo de NT e HT e se repetiu apds a
conclusdo do protocolo de treinamento fisico. Além disso, os grupos de NT e HT que
realizaram administragdo com L-arginina (ARG) mostraram uma FC reduzida comparada ao
basal durante todo o desafio agudo.

O célculo da AUC da FC mostrou que somente os grupos de NT e HT que
realizaram o exercicio fisico sem associacdo com o aminoacido (EXE) mantiveram a FC
aumentada durante todo o periodo de avaliagdo, quando comparados com os grupos que
realizaram administragdo de L-arginina de maneira isolada ou associada ao exercicio fisico

(ARG e ARG+EXE).
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Figura 21. Comportamento da pressdo arterial diastolica (PAD) e respectiva area abaixo da
curva (AUC) durante os desafios agudos experimentais das voluntirias normotensas e
hipertensas antes e apos o treinamento fisico de 8 semanas. * p<0,05 vs respectivo basal
(Anova medidas repetidas).
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Figura 22. Comportamento da frequéncia cardiaca (FC) e respectiva area abaixo da curva
(AUC) durante os desafios agudos experimentais das voluntarias normotensas e hipertensas
antes e apos o treinamento fisico de 8 semanas. * p<0,05 vs respectivo basal (Anova medidas
repetidas); ¢ p<0,05 (Anova one-way).
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14.1.2) Avaliagdo bioquimica

Além da avaliagdo cardiovascular, por meio da PA e FC, durante os desafios
agudos experimentais também foram realizadas coletas sanguineas. A figura 23 apresenta os
resultados da avaliagdo da concentragdo de nitrito/nitrato (NOx") durante os desafios agudos.
Os niveis de oxido nitrico (NO), analisados indiretamente pela concentragdo de NOx', ndo se
alteraram durante toda a avaliac@o e foi independente da realiza¢do de administracdo com L-
arginina e/ou exercicio fisico em ambos os grupos, evidenciando que tanto a administragdo
com L-arginina, a realiza¢do de exercicio fisico ou a associagdo de ambos ndo sdo capazes de
alterar as concentracdes desse marcador durante 90 minutos de avaliacdo. Além disso, o
treinamento fisico de 8 semanas nao alterou essa resposta.

A andlise da AUC do NOx™ mostrou resultados similares para os grupos de
mulheres NT e HT, em que os diferentes estimulos (L-arginina, exercicio fisico e associagao
de ambos) promovem alteragdes semelhantes nas concentragdes desse biomarcador e o
treinamento fisico ndo modifica essa resposta.

Diferentemente do que foi observado em relagdo ao comportamento do NOx', os
niveis do segundo mensageiro GMPc foram responsivos ao estimulo com exercicio fisico,
pois os grupos EXE e ARG+EXE promoveram significativo aumento desse marcador 45
minutos apos a realizagdo do esforgo fisico (Figura 24).

Contrariamente, o grupo ARG reduziu significativamente as concentragdes de
GMPc apds a administracdo com L-arginina. Esse padrdo de comportamento do GMPc foi
similar para as mulheres NT e HT e se manteve apds a conclusdo do protocolo de treinamento
fisico aerodbio.

Apesar de ambos os grupos que realizaram exercicio agudo (EXE e ARG+EXE)
terem apresentado aumento nas concentracdes de GMPc ap6s o estimulo, a analise da AUC
mostrou que somente a associacdo de L-arginina e exercicio fisico provocou aumento

significativo quando comparado com a administragdo do aminodacido isolado (grupo ARG).
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Figura 23. Comportamento do nitrito/nitrato (NOX') e respectiva area abaixo da curva (AUC)
durante os desafios agudos experimentais das voluntdrias normotensas e hipertensas antes e

apos o treinamento fisico de 8 semanas. * p<0,05 vs respectivo basal (Anova medidas

repetidas).
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Figura 24. Comportamento da guanosina monofosfato ciclico (GMPc) e respectiva area
abaixo da curva (AUC) durante os desafios agudos experimentais das voluntarias
normotensas € hipertensas antes e apos o treinamento fisico de 8 semanas. * p<0,05 vs

respectivo basal (Anova medidas repetidas); ¢ p<0,05 (Anova one-way).
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Interessantemente, os niveis do hormoénio esteroide cortisol reduziram
significativamente 45 minutos apds o exercicio fisico nos grupos ARG e EXE nas mulheres
normotensas, tanto antes quanto apds o protocolo de treinamento fisico aerobio (Figura 25). O
grupo que associou a L-arginina e o exercicio fisico (ARG+EXE) ndo promoveu alteragdes
nas concentracgdes desse glicocorticoide.

Diferente das NT, nas mulheres hipertensas, os niveis de cortisol foram
significativamente diminuidos 45 minutos apos a administragdo com L-arginina isolada
(grupo ARG) e quando o aminoacido foi associado com exercicio fisico aerdbio (grupo
ARG+EXE). O exercicio fisico agudo (grupo EXE) ndo foi capaz de promover alteragdes
significativas nas concentracdes desse hormonio. Esse resultado também foi observado apos o
treinamento fisico de 8 semanas.

Curiosamente, por meio de Anova one-way foi possivel encontrar uma diferenca
significativa entre os grupos no momento basal, em que o grupo de normotensas que foi
desafiado com L-arginina (grupo ARG) apresentou maiores concentragdes de cortisol quando
comparado aos outros grupos (EXE e ARG+EXE) apos o treinamento fisico. Enquanto que
no grupo de hipertensas que foi desafiado com a combinagdo entre L-arginina e exercicio
(grupo ARG+EXE) mostrou maiores concentragdes de cortisol quando comparado aos outros
grupos (ARG e EXE) antes de iniciar o protocolo de treinamento fisico aerdbio.

Ainda na figura 25, a analise da AUC do comportamento do cortisol mostrou que
os diferentes estimulos (L-arginina, exercicio fisico e associacdo de ambos) promoveram
alteracdes similares nas concentragdes desse biomarcador e o treinamento fisico ndo

modificou essa resposta.
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Figura 25. Comportamento do cortisol e respectiva area abaixo da curva (AUC) durante os
desafios agudos experimentais das voluntarias normotensas e hipertensas antes e apds o
treinamento fisico de 8 semanas. & p<0,05 entre basais (Anova one-way); * p<0,05 vs

respectivo basal (Anova medidas repetidas).
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14.1.3) Avaliagao ambulatorial da PA e FC

Finalizados os procedimentos no Laboratério de Fisiologia Cardiovascular e
Atividade Fisica da Unesp — Rio Claro, aparelhos ambulatoriais de medi¢do da pressao
arterial (MAPA) foram instalados nas voluntarias e retirados 24 horas apo6s a colocagdo. O
aparelho registrou a pressdo arterial a cada 15 minutos durante o dia (periodo de vigilia) e a
cada 30 minutos durante a noite (periodo de sono). O periodo de vigilia foi considerado a
partir de 11:00 horas apos o fim dos procedimentos dos desafios agudos experimentais e o
periodo do sono foi considerado entre 23:00 e 7:00 horas. Todas as voluntarias foram
instruidas a manterem suas atividades habituais, ndo praticarem atividade fisica durante o uso
do aparelho e preencherem um recordatério sobre as atividades realizadas no dia do exame.

Dados do comportamento da PAS, PAD e FC durante uso do MAPA sdo

apresentados nas Figuras 26, 28 e 30, respectivamente.



83

NORMOTENSAS
ANTES APOS
140 - 140 -
130 - 130 -
w )
I 1 Ilzo— cee .o
T 120 3 i 'S - i &
E E i Al LT
110 A 2 110 A "i-i el .é
g P I- s i
100 - 100 1 i'.'-.i,...;
90 T T v v g g g g T — 90
S & & & & & O & O &® S & & & & S S
G a8 A Y W Y ° 50 L A o A Y o
PN SR R A I N RN CHI PN R R S o I R N U
QQ QQ QQ QQ QQ Q Q Q Q' QQ QQ QQ QQ QQ S O QQ S QQ
5 A G NS 5T H SECS N S $»
I N R N A G A N R T T QT DT P P S

HIPERTENSAS
ANTES APOS

=
B
[S)

)

=

B

o
,

[
w
o

1

=

w

o
L

[

[

o
1

PAS (mmHg)
5
PAS (mmHg)
B
!..
2
g ,!l
I.I .
>

o
=
o
4 .
S
c.c. g
B .
d
. .
< .
. .
| A oon
. e,
. %o e
. o

..

100 A 100 A
90 90

o SN SN o o O ©

S N S S S &S S

NN SR A A I R I\ NPT SR BT A RN\ U
RS A S & S & S§ S$ § S & $

s A S N0 SR AN S S

N EEN R SR A A AN N ISR AN N . A U\ N
Il ARG [l EXE [l ARG+EXE — Antes - Apbs

Figura 26. Comportamento da pressdo arterial sistolica (PAS) obtida com o MAPA apos os
desafios agudos experimentais das voluntdrias normotensas e hipertensas antes e apds o

treinamento fisico de 8 semanas.
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A andlise da média da PAS e PAD por meio de Anova one-way ndo apontou
diferengas entre os desafios agudos experimentais, tanto para normotensas quanto para
hipertensas, mostrando que o estimulo com administragdo de L-arginina e/ou exercicio fisico
ndo provocam diferentes alteracdes na pressdo arterial dessas mulheres (Figuras 27 e 29).
Esse resultado foi encontrado durante o periodo de vigilia, o periodo de sono e também no

total da avaliagdo. O programa de treinamento fisico aerobio ndo modificou essa resposta.
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Figura 27. Média da pressdo arterial sistdlica (PAS) obtida com o0 MAPA apos os desafios

agudos experimentais das voluntarias normotensas e hipertensas antes e apos o treinamento

fisico de 8 semanas nos momentos de vigilia, sono e total.
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Figura 28. Comportamento da pressao arterial diastolica (PAD) obtida com o0 MAPA apds os

desafios agudos experimentais das voluntirias normotensas e hipertensas antes e apds o

treinamento fisico de 8 semanas.
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Figura 29. Média da pressao arterial diastolica (PAD) obtida com o MAPA apds os desafios
agudos experimentais das voluntarias normotensas e hipertensas antes e apos o treinamento

fisico de 8 semanas nos momentos de vigilia, sono e total.
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Figura 30. Comportamento da frequéncia cardiaca (FC) obtida com o MAPA apos os
desafios agudos experimentais das voluntirias normotensas e hipertensas antes e apds o

treinamento fisico de 8 semanas.
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Na figura 31 sdo apresentadas as médias da FC durante os periodos de vigilia,
sono e total. Para as voluntarias normotensas, a média da FC ndo se mostrou diferente entre os
desafios agudos experimentais. Por outro lado, a média da FC durante o periodo de sono e
total das mulheres hipertensas esteve aumentada apds a realizacdo aguda de exercicio fisico

aerobio (grupo EXE) depois de concluir as 8 semanas de treinamento fisico.
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Figura 31. Média da frequéncia cardiaca (FC) obtida com o0 MAPA apos os desafios agudos
experimentais das voluntarias normotensas e hipertensas antes e apds o treinamento fisico de

8 semanas nos momentos de vigilia, sono e total. * p<0,05 (Anova one-way).
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O célculo da variabilidade da PAS e PAD (ARV) mostrou que os estimulos com
administracdo de L-arginina, exercicio fisico agudo e a associagdo de ambos promovem
alteracdes similares nesses parametros (Figuras 32 e 33). Esse resultado foi visto nos grupos
de mulheres normotensas e hipertensas. O treinamento fisico de 8 semanas, por sua vez, ndo

modificou essa resposta.
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Figura 32. Variabilidade da pressdo arterial sistolica (PAS) obtida com o MAPA apds os
desafios agudos experimentais das voluntirias normotensas e hipertensas antes e apds o

treinamento fisico de 8 semanas.
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Figura 33. Variabilidade da pressdo arterial diastolica (PAD) obtida com o MAPA apoés os
desafios agudos experimentais das voluntirias normotensas e hipertensas antes e apds o

treinamento fisico de 8 semanas.
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14.2) Comparacao entre os desafios

14.2.1) Avalia¢do cardiovascular

Para comparar o comportamento dos pardmetros analisados ap6s os estimulos com
administracdo de L-arginina, exercicio fisico e a associa¢do de ambos, foi escolhido o célculo
da area abaixo da curva da variagdo em relacdo ao basal e Anova one-way para buscar as
diferengas entre os grupos. Dessa forma, o objetivo foi investigar se os diferentes estimulos
provocaram alteracdes da mesma magnitude.

Na figura 34 sdo apresentadas a AUC da variacdo da PAS em todos os grupos.
Para as mulheres normotensas, antes de iniciar o programa de treinamento fisico, os estimulos
provocaram as mesmas alteracdes nesse pardmetro. No entanto, apdés as 8 semanas de
treinamento fisico, a associagdo de L-arginina e exercicio fisico (grupo ARG+EXE) provocou
maior reducdo de PAS quando comparada com os outros grupos (ARG e EXE), mostrando
que o treinamento fisico potencializou o efeito da associagdo dos estimulos nas mulheres
normotensas.

Nas mulheres hipertensas, tanto antes quanto apds o treinamento fisico, o grupo
que realizou a administracdo com L-arginina isolada promoveu aumento da PAS quando
comparado aos grupos que realizaram exercicio fisico agudo (EXE e ARG+EXE), sugerindo
que a administracdo de L-arginina em mulheres hipertensas poderia provocar aumento de

PAS durante 90 minutos.



92

NORMOTENSAS
ANTES APOS
o 15007 o 15007 } . {
£ | £ J
£ 1000 € 1000
I I
€ 5001 € 5004
£ £
2 2
o o
< -5004 < -500-
S -1000- 8 -1000-
o o
2 -1500- 2 -1500-
ARG EXE A+E ARG EXE A+E
HIPERTENSAS
ANTES APOS
L * 1
_ : . : _ I 1
Pl R z
£
€ 1000- g
I I
€ 5004 3
E £
) 0 (7]
< <
o o
2 500- g
S -1000- S
%) o
2 -1500- 2
< <
ARG EXE A+E ARG EXE A+E

[] Antes  EHH Apds

Figura 34. Area abaixo da curva (AUC) da variagio da pressdo arterial sistolica (PAS)
durante os desafios agudos experimentais das voluntarias normotensas e hipertensas antes e

apos o treinamento fisico de 8 semanas. * p<0,05 (Anova one-way).
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Na figura 35, o céalculo da AUC do comportamento da PAD das mulheres
normotensas indicou que antes de iniciar o treinamento fisico, a realizacdo aguda de exercicio
fisico (grupo EXE) promove aumento de PAD durante 90 minutos quando comparada a
associacdo de L-arginina e exercicio fisico (grupo ARG+EXE). No entanto, apds as 8
semanas de treinamento fisico, as alteragdes provocadas pelos diferentes estimulos foram de
magnitude similar.

Em se tratanto das mulheres pos-menopausadas hipertensas, a AUC da variagao
da PAD nio indicou diferencas entre os grupos, mostrando que os desafios com L-arginina e

exercicio fisico promovem alteragdes similares na PAD dessa populagdo.
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Figura 35. Area abaixo da curva (AUC) da variagio da pressdo arterial diastolica (PAD)
durante os desafios agudos experimentais das voluntarias normotensas e hipertensas antes e

apos o treinamento fisico de 8 semanas. * p<0,05 (Anova one-way).
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Na figura 36, o calculo da AUC da variagdo da FC confirma que os grupos que
realizaram exercicio fisico, associado ou ndo com L-arginina (EXE e ARG+EXE)
mantiveram a FC aumentada durante todo o periodo de avaliagcdo, quando comparados com o
grupo que realizou administragdo de L-arginina de maneira isolada. Esse comportamento ¢

observado tanto no grupo de mulheres NT quanto HT.
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Figura 36. Area abaixo da curva (AUC) da variagio da frequéncia cardiaca (FC) durante os
desafios agudos experimentais das voluntdrias normotensas e hipertensas antes e apds o

treinamento fisico de 8 semanas. * p<0,05 (Anova one-way).
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14.2.2) Avaliagdo bioquimica

A andlise da AUC do NOx™ mostrou resultados diferentes para os grupos NT e HT
(Figura 37). Para as mulheres normotensas, o exercicio fisico realizado de maneira isolada
(grupo EXE) promoveu aumento das concentragdes de nitrito/nitrato quando comparado a
administracdo de L-arginina associada ao exercicio fisico (grupo ARG+EXE), que reduziu os
niveis desse biomarcador. Enquanto que para as mulheres hipertensas, a administragao isolada
do aminoécido L-arginina (grupo ARG) promoveu redu¢do de maior magnitude da AUC do
NOx". Entretanto, apds concluir as 8 semanas de treinamento fisico ndo foram encontradas

diferengas entre os desafios agudos experimentais tanto no grupo NT quanto no grupo HT.
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Figura 37. Area abaixo da curva (AUC) da variagdo do nitrito/nitrato (NO,) durante os
desafios agudos experimentais das voluntirias normotensas e hipertensas antes e apds o

treinamento fisico de 8 semanas. * p<0,05 (Anova one-way).
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Acompanhando os resultados obtivos por meio da andlise ponto a ponto, o calculo
da AUC do comportamento do GMPc durante o desafio agudo mostrou que o exercicio fisico
agudo per se promoveu aumento significativo nos niveis plasmaticos de GMPc independente
da associacdo com o aminoacido, observado nos grupos EXE e ARG+EXE (Figura 38). A
administracdo com L-arginina de maneira isolada reduziu significativamente a concentragdo
de GMPc no grupo ARG. Essa resposta foi observada no grupo de mulheres NT e HT e o

treinamento fisico ndo modificou esse resultado.
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Figura 38. Area abaixo da curva (AUC) da variagio da guanosina monofosfato ciclico
(GMPc) durante os desafios agudos experimentais das voluntdrias normotensas e hipertensas

antes e apds o treinamento fisico de 8 semanas. * p<0,05 (Anova one-way).
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Para o grupo de mulheres normotensas, a analise da AUC do comportamento do
cortisol mostrou que o grupo que associou o aminodcido e o exercicio fisico (grupo
ARG+EXE) apresentou niveis aumentados desse glicocorticoide durante o desafio quando
comparado ao grupo ARG apds o programa de treinamento fisico (Figura 39). Para as
voluntérias hipertensas, ndo foram observadas diferencas entre os desafios em relagdo aos

niveis do glicocorticoide.
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Figura 39. Area abaixo da curva (AUC) da variagdo do cortisol durante os desafios agudos
experimentais das voluntarias normotensas e hipertensas antes e apds o treinamento fisico de

8 semanas. * p<0,05 (Anova one-way).
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14.3) Comparacdo entre normotensas e hipertensas

14.3.1) Avalia¢do cardiovascular

Para avaliar se os estimulos (L-arginina, exercicio fisico e associacdo de ambos)
promoveram diferentes alteracdes entre as mulheres pos-menopausadas normotensas e
hipertensas, foi realizado Anova two-way da AUC da variagdo dos parametros avaliados.
Dessa forma, o objetivo foi comparar se NT e HT respondem na mesma magnitude frente aos
estimulos e se o treinamento fisico aerobio de 8 semanas modifica os parametros avaliados de
maneira similar entre NT e HT.

De acordo com os dados apresentados na figura 40, o estimulo com L-arginina
(grupo ARG) promoveu aumento na variagdo da PAS das mulheres HT quando comparadas
com as NT no desafio agudo realizado antes do treinamento fisico de 8 semanas. Por outro
lado, apds o programa de treinamento, o grupo de mulheres NT que associou L-arginina e
exercicio fisico (grupo ARG+EXE) teve reducdo significativa de PAS quando comparada
com as HT.

Pressdo arterial diastolica e frequéncia cardiaca ndo foram diferentes entre as
mulheres NT e HT, independente do desafio agudo experimental realizado. Esse resultado se

manteve apos o programa de treinamento fisico.
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Figura 40. Area abaixo da curva (AUC) da variagdo da pressio arterial sistolica (PAS),
pressdo arterial diastolica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC) durante os desafios agudos
experimentais das voluntarias normotensas e hipertensas antes e apds o treinamento fisico de

8 semanas. * p<0,05 (Anova two-way).

14.3.2) Avaliagdo bioquimica

Em relacdo a avaliagdo bioquimica, as andalises dos niveis de nitrito/nitrato foram
similares entre NT e HT, tanto antes quanto apds concluir as 8 semanas de treinamento fisico
(Figura 41). No entanto, antes de dar inicio ao programa de treinamento fisico, a
administracdo de L-arginina (grupo ARG) promoveu redugdo significativa de GMPc nas
mulheres normotensas quando comparadas com as HT.

Enquanto que, em se tratando do hormoénio cortisol, a associa¢do de L-arginina e
exercicio (grupo ARG+EXE) promoveu reduc¢ao significativa do glicocorticoide nas mulheres

hipertensas apos o treinamento fisico de 8 semanas.
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Figura 41. Area abaixo da curva (AUC) da variagdo do nitrito/nitrato (NO,'), da guanosina
monofosfato ciclico (GMPc) e cortisol durante os desafios agudos experimentais das
voluntarias normotensas e hipertensas antes e apos o treinamento fisico de 8 semanas.

*p<0,05 (Anova two-way).
14.4) Efeito do treinamento fisico nos desafios agudos
14.4.1) Avalia¢do Cardiovascular

Para avaliar se o programa de 8 semanas de treinamento fisico aerdbio foi capaz
de alterar os parametros avaliados nos diferentes desafios agudos foi utilizado teste ¢ de
Student para amostras pareadas comparando a AUC dos valores absolutos. Dessa forma, o
objetivo foi investigar se haveriam diferengas apds o treinamento fisico aerébio nas mulheres

pos-menopausadas normotensas e hipertensas.
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Apds concluir o programa de treinamento fisico, as mulheres NT apresentaram
PAS significativamente aumentada apos o estimulo com administragdo de L-arginina (grupo
ARG). Enquanto que apds o treinamento fisico, os outros desafios mantiveram os valores de

PAS similares a avaliagdo inicial (Figura 42).

®
=
c
T
o
>
A
@

)

[,
N
o
)
1

= 250001

20000+

150004

PAS (mmHg)

10000~

AUC da PAS (mmHg.min

., . . . Q
L & & & & & L
N I N A\~ NT HT

& Apés Desafio

@
=
c
T
o
m
x
m

[y

w

o
J
1

25000+

20000+

15000

PAS (mmHg)

10000~

AUC da PAS (mmHg.min™)

NT HT

© Apds Desafio

Grupo ARG+EXE

250004

[y
w
o
J

1

20000+

- I I I

10000~

PAS (mmHg)

AUC da PAS (mmHg.min™)

NT HT

@ Apds Desafio

NT Bl HT [ ] Antes  EE55 Apos

Figura 42. Comportamento da pressdo arterial sistolica (PAS) e respectiva area abaixo da
curva (AUC) durante os desafios agudos experimentais das voluntirias normotensas e

hipertensas antes e ap0os o treinamento fisico de 8 semanas. * p<0,05 (Teste ¢ de Student para

amostras pareadas).
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Figura 43. Comportamento da pressdo arterial diastolica (PAD) e respectiva area abaixo da

curva (AUC) durante os desafios agudos experimentais das voluntirias normotensas e

hipertensas antes e apos o treinamento fisico de 8 semanas. * p<0,05 (Teste ¢ de Student para

amostras pareadas).
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A andlise da AUC da PAD nao foi diferente apos as 8 semanas de treinamento
aerdbio (Figura 43). No entanto, a avaliagdo da FC mostrou que o estimulo com L-arginina
(grupo ARG) nas mulheres NT e o estimulo com L-arginina associada ao exercicio
(ARGH+EXE grupo) nas mulheres NT e HT mantiveram esse parametro significativamente

menor durante o desafio realizado apds o programa de treinamento fisico (Figura 44).
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Figura 44. Comportamento da frequéncia cardiaca (FC) e respectiva area abaixo da curva
(AUC) durante os desafios agudos experimentais das voluntarias normotensas e hipertensas
antes e ap6s o treinamento fisico de 8 semanas. * p<0,05 (Teste ¢ de Student para amostras

pareadas).
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14.4.2) Avalia¢do Bioquimica

A andlise da AUC dos niveis de nitrito/nitrato ndo se mostrou diferente apos as 8

semanas de treinamento fisico em ambos os grupos (Figura 45).
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Figura 45. Comportamento do nitrito/nitrato (NOy') e respectiva area abaixo da curva (AUC)
durante os desafios agudos experimentais das voluntdrias normotensas e hipertensas antes e

apos o treinamento fisico de 8 semanas. * p<0,05 (Teste ¢ de Student para amostras pareadas).
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No entanto, o segundo mensageiro GMPc aumentou significativamente apos o
programa de treinamento depois de estimulo com L-arginina (grupo ARG) nas mulheres NT e
depois de estimulo com L-arginina associada ao exercicio fisico agudo (grupo ARG+EXE)

nas mulheres HT (Figura 46).
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Figura 46. Comportamento da guanosina monofosfato ciclico (GMPc) e respectiva area
abaixo da curva (AUC) durante os desafios agudos experimentais das voluntarias
normotensas € hipertensas antes e apos o treinamento fisico de 8 semanas. * p<0,05 (Teste ¢

de Student para amostras pareadas).
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Interessantemente, os niveis de cortisol analisados por meio da AUC e
apresentados na figura 47, mostraram que esse hormdnio manteve-se em menores
concentragdes durante os desafios apds o programa de treinamento fisico no grupo de
normotensas que foi estimulado com exercicio aerdbio agudo (grupo EXE) e com L-arginina
associada ao exercicio (grupo ARG+EXE), bem como no grupo de hipertensas que foi
estimulado com a associagdo de L-arginina e exercicio fisico (grupo ARG+EXE).

Além disso, andlise de medidas repetidas ponto a ponto realizada entre o desafio
agudo experimental antes e apds o treinamento, apontou que nas mulheres NT desafiadas com
L-arginina e exercicio fisico (grupo ARG+EXE) todos os pontos de cortisol analisados apds
as 8 semanas de treinamento fisico foram significativamente menores, inclusive 0 momento

basal.
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Figura 47. Comportamento do cortisol e respectiva area abaixo da curva (AUC) durante os
desafios agudos experimentais das voluntarias normotensas e hipertensas antes e apds o
treinamento fisico de 8 semanas. * p<0,05 (Teste ¢+ de Student para amostras pareadas);

* p<0,05 vs respectivo ponto pré treinamento (Anova medidas repetidas).
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A variabilidade da PAS e da PAD basicamente manteve-se similar apds o
protocolo de treinamento fisico tanto nas mulheres normotensas quanto hipertensas, no
entanto, o grupo de HT desafiado com L-arginina (grupo ARG) apresentou menor

variabilidade da PAD apds a avaliagdo (Figura 48).
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Figura 48. Calculo da variabilidade da pressao arterial sistolica (PAS) e diastolica (PAD)
obtida com o0 MAPA apds os desafios agudos experimentais das voluntdrias normotensas e

hipertensas antes e ap0s o treinamento fisico de 8 semanas. * p<0,05 (Teste ¢ de Student para

amostras pareadas).
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15. SUMARIO DOS RESULTADOS

Tabela 9. Efeitos dos desafios agudos isoladamente nas mulheres normotensas.

ANTES TF APOS TF
ARG EXE A+E ARG EXE A+E

PAS i} !
PAD

FC ! 7 7 ! 7 7
NO,

GMPc l 1 i i} 7 7
Cortisol l l l l

PAS: Pressdo arterial sistlica; PAD: Pressdo arterial diastolica; FC: Frequéncia cardiaca; NO,: Nitrito/nitrato;

GMPc: Monofosfato ciclico de guanosina; T: aumento; | : redugdo.

Tabela 10. Efeitos dos desafios agudos isoladamente nas mulheres hipertensas.

ANTES TF APOS TF
ARG EXE A+E ARG EXE A+E

PAS

PAD 1

FC l T T l T T
NOy

GMPe l T T l T T
Cortisol l l ! !

PAS: Pressdo arterial sistolica; PAD: Pressdo arterial diastolica; FC: Frequéncia cardiaca; NO,: Nitrito/nitrato;

GMPc: Monofosfato ciclico de guanosina; T: aumento; | : redugdo.
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Tabela 11. Comparacao entre os desafios agudos (AUC A) nas mulheres normotensas.

ANTES TF APOS TF

ARG EXE A+E ARG EXE A+E

PAS ! l
PAD 1

FC ! T T ! T T
NO, l

GMPc l T T l T T
Cortisol !

PAS: Pressdo arterial sistolica; PAD: Pressdo arterial diastolica; FC: Frequéncia cardiaca; NO,: Nitrito/nitrato;

GMPc: Monofosfato ciclico de guanosina; T: aumento; | : redugdo.

Tabela 12. Comparacao entre os desafios agudos (AUC A) nas mulheres hipertensas.

ANTES TF APOS TF
ARG EXE A+E ARG EXE A+E

PAS 7 ! ! 7 ! !
PAD

FC l 1 i ! 7 T
NOy l

GMPc ! 7 7 ! 7 7
Cortisol

PAS: Pressdo arterial sistolica; PAD: Pressdo arterial diastolica; FC: Frequéncia cardiaca; NO,: Nitrito/nitrato;

GMPc: Monofosfato ciclico de guanosina; T: aumento; | : redugdo.
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Tabela 13. Comparacao entre normotensas (NT) e hipertensas (HT).

ARG EXE ARG+EXE

Antes Apos Antes Apos Antes Apos
PAS NT <HT NT <HT
PAD
FC
NO,
GMPc NT <HT
Cortisol NT >HT

PAS: Pressdo arterial sistolica; PAD: Pressdo arterial diastolica; FC: Frequéncia cardiaca; NO,: Nitrito/nitrato;

GMPc: Monofosfato ciclico de guanosina; <: menor que; >: maior que.

Tabela 14. Efeito do treinamento fisico nos desafios agudos.

NORMOTENSAS HIPERTENSAS

ARG EXE A+E ARG EXE A+E

PAS 0

PAD

FC l l !
NO,

GMPc 0 1
Cortisol l ! !

PAD variab !

PAS: Pressdo arterial sistlica; PAD: Pressdo arterial diastolica; FC: Frequéncia cardiaca; NO, : Nitrito/nitrato;
GMPc: Monofosfato ciclico de guanosina; Variab: Variabilidade 1: aumento; |: redugdo.
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16. DISCUSSAO

Estudos epidemioldgicos tem mostrado sistematicamente a importancia da pratica
do exercicio fisico na prevengdo das doengas cardio-metabolicas (Thijssen et al, 2010;
Fernandes et al, 2011; Green et al, 2014). No entanto, estudos avaliando as vias de sinalizagao
pelas quais esses efeitos benéficos sdo atingidos em resposta ao exercicio fisico em seres
humanos sdo escassos (de Meirelles et al, 2009) e nenhum estudo existe avaliando mulheres
ap0s a menopausa.

Trabalhos prévios mostram que a reducdo da pressdo arterial apds exercicio
aerdbio varia de 18-20 mmHg (A) e de 7-9mmHg (A), respectivamente, em seres humanos
com hipertensdo leve ou moderada. Em individuos normotensos, a reducao ¢ de 8—10 mmHg
(A) para a pressdo sistolica e de 3—5 mmHg (A) para a pressdo diastolica (Duncan et al, 1985;
Kenney & Seals, 1993; Hagberg, Park & Brown, 2000; Cornelissen et al, 2010).

Em nosso trabalho observamos que oito semanas de treinamento fisico aerobio
ndo alteram os valores de pressdo arterial em mulheres normotensas e hipertensas e elas
respondem de maneira similar. De fato, a pressdo arterial de repouso de todas as participantes
do estudo estava controlada e dentro dos valores limites considerados pela VI Diretrizes
Brasileiras de Hipertensdo (2010), inclusive das voluntarias hipertensas. Por essa razdo, 8
semanas de treinamento fisico aerdbio, mesmo realizado em intensidade moderada, nao
conseguiu promover alteragdes significativas nos valores de pressdo arterial.

A monitorizagdo ambulatorial de pressdo arterial ¢ considerada uma ferramenta
importante em estudos clinicos, pois fornecem informac¢des durante as atividades de vida
diaria dos pacientes, bem como o comportamento da PA durante o periodo de sono (Mancia
& Verdechia, 2015). Confirmando os dados de medida de pressdo arterial de consultorio, o
monitoramento da pressdo arterial mostrou que o protocolo empregado nao alterou a pressao
arterial sistélica ou diastolica durante a vigilia, sono e no periodo total de 24 horas. De fato,
estudo prévio mostra que somente exercicio de alta intensidade e com tempo maior parece ser
capaz de promover alteragdes na pressao arterial monitorada por 24 horas (Molmen-Hansen et
al, 2012). Por outro lado, estudos epidemioldgicos mostram que o treinamento fisico pode
retardar o aparecimento e/ou as complicagdes da hipertensdo arterial em homens mesmo sem
alterar os parametros cardiovasculares (Liu et al, 2014).

Um dos objetivos em realizar o desafio agudo experimental antes e apds o
protocolo de treinamento fisico foi avaliar o comportamento de algumas variaveis

hemodiamicas e bioquimicas frente a um estimulo agudo, que muitas vezes nio sao
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detectadas em avaliacdes basais. Dessa forma, quando submetemos as voluntarias a uma
sessdo de exercicio fisico agudo com ou sem administragdo de L-arginina, observamos
claramente que as voluntarias apresentaram redu¢do de PAS, tanto antes quanto apds o
programa de treinamento fisico. Assim, foi possivel perceber que o beneficio do exercicio
agudo ocorre tanto em mulheres treinadas quanto ndo treinadas. A redu¢do da PAS apds o
exercicio aerdbio em individuos normotensos ja estd bem descrita na literatura (Forjaz et al,
2000; MacDonald, 2002; Chen & Bonham, 2010; Anunciagdo & Polito, 2011). Varios
mecanismos podem estar envolvido nessa reducgdo, entre eles centrais como a atividade
barorreflexa (Chen & Bonham, 2010) e reducdo da atividade simpatica (Howard & DiCarlo,
1992; Patil, DiCarlo & Collins, 1993; MacDonald, 2002), ou mecanismos humorais,
principalmente relacionados a liberagdo de substancias vasodilatadoras como a histamina
(Barrett-O’Keefe, Kaplon & Halliwill, 2013) ou derivadas do endotélio como o NO (Rao,
Collins & DiCarlo, 2002; Lizardo et al, 2008; Lee et al, 2009) e, ainda, prostaciclinas (Wilson
& Kapoor, 1993; MacDonald, 2002).

Apesar de trabalhos anteriores em nosso laboratério mostrarem que um dos
mecanismos pelos quais o exercicio fisico exerce efeitos benéficos sobre o sistema
cardiovascular, tanto em modelos animais (Zanesco & Antunes, 2007; Claudino et al, 2011),
como em seres humanos (Zanesco & Zaros, 2009; Sponton et al, 2010), envolve a via
NO/GMPc, no presente estudo ndo detectamos qualquer alteracdo nos niveis de NOx". Um
dos objetivos em realizar o desafio agudo experimental antes e apds o protocolo de
treinamento fisico foi avaliar o comportamento de algumas varidveis bioquimicas frente 8 um
estimulo agudo, que muitas vezes ndo sdo detectadas em avaliagdes basais. A auséncia de
alteragcdes no biomarcador NOx™ ndo ¢ claro para nds nesse momento. Alguns autores
encontraram correlacdo positiva somente entre os niveis de GMPc e nitrito e sugerem ser
esses os melhores marcadores que refletem a producao de NO, ao invés do nitrato (Metzger,
Sertorio & Tanus-Santos, 2006). Entretanto, em nosso método ndo foi possivel analisar estes
metabolitos (nitrito e nitrato) separadamente.

No entanto, aumento significativo do segundo mensageiro foi observado nos
desafios agudos em que se realizou exercicio fisico e a administracdo com L-arginina ndo
promoveu efeito adicional a esse resultado, independente do treinamento fisico. Esse
resultado mostra claramente que os efeitos benéficos do exercicio fisico podem ser detectados
pelos biomarcadores relacionados a via de sinalizagdo do GMPc, melhorando o
funcionamento do sistema vascular, mas que podem ndo necessariamente se refletir em

alteracdes na pressdo arterial em mulheres na pés menopausa normotensas e hipertensas
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controladas. De fato, trabalhos prévios mostram que os niveis basais de GMPc nao diferem
entre individuos treinados e ndo treinados (Alfieri, Rodriguez-Plaza & Cubeddu, 2000). No
entanto, apos uma sessdo de exercicio fisico, os individuos treinados tiveram maior elevagao
na concentragdo de GMPc (Poveda et al, 1997; Alfieri, Rodriguez-Plaza & Cubeddu, 2000).

Alguns estudos mostram maior ativacdo da via NO/GMPc em resposta ao
treinamento fisico tanto em mulheres pds menopausadas hipertensas (Zanesco & Zaros, 2009;
Jarrete et al, 2014) quanto em normotensas (Maeda et al, 2004; Jarrete et al, 2014). Por outro
lado, alguns pesquisadores ndo detectaram alteracdes nos niveis de NOy apos treinamento
fisico (Brinkley et al, 2009; Esposti et al, 2011). As razdes para essa discrepancia poderia ser
devido ao fato de que tais autores avaliaram homens e mulheres juntos (Brinkley et al, 2009)
enquanto que em outro trabalho as mulheres foram estratificadas segundo a presenca de
polimorfismo para o gene da eNOS e ndo pela presenca de niveis elevados de pressao arterial
(Esposti et al, 2011). Assim, dependendo da populagdo estudada, os biomarcadores podem ser
mais sensiveis aos efeitos benéficos do treinamento fisico do que outros. Além disso, trabalho
recente mostrou que a resposta relaxante mediada pelo fluxo ndo ¢ diferente entre mulheres na
pés-menopausas treinadas e ndo treinadas, diferentemente dos resultados obtidos em homens
(Moreau et al, 2013). Assim, as respostas ao treinamento fisico parecem possuir
singularidades com relag@o ao género.

Com relacdo ao cortisol, tanto para as mulheres normotensas quanto para as
hipertensas, o desafio agudo experimental mostrou que o treinamento fisico aerdbio foi capaz
de promover redu¢do dos niveis de cortisol. De fato, estudo prévios tem mostrado que a
constante ativagdo do eixo hipotadlamo-pituitdria-adrenal e altos niveis plasmaticos de cortisol
estdo associados a hipertensdo arterial (Veldhuis, Sharma & Roelfsema, 2013). Por outro
lado, tem sido demonstrado que o exercicio fisico ou a melhor aptiddo fisica pode levar a
diminuicdo da ativagdo do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal, com reducdo do cortisol
plasmatico. Assim, o treinamento fisico de 8 semanas promoveu reducdo dos niveis de
cortisol tanto em mulheres normotensas como hipertensas.

No entanto, somente no grupo de mulheres hipertensas treinadas houve reducao
da variabilidade da PAD. De fato, nas ultimas décadas a variabilidade da PA tem sido
utilizada como importante medida para predizer o risco de desenvolver DCV permitindo um
melhor prognostico (Bombelli et al, 2014; Mancia & Grassi, 2014). Assim, a reducdo da
variabilidade da PAD nesse grupo mostra que o treinamento fisico em mulheres hipertensas
promoveu beneficios sobre o sistema cardiovascular, que foi detectado quando houve os

desafios agudos da combinag¢do entre L-arginina e exercicio fisico.
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17. CONCLUSAO

De acordo com as analises realizadas, ¢ possivel sugerir que o treinamento fisico ¢
capaz de reduzir as concentra¢des séricas de cortisol, contribuindo na redu¢do do risco
cardiovascular em mulheres apds a menopausa. No entanto, esse resultado s6 ¢ observado
apos estimulo com exercicio agudo para normotensas, € apds associacao de L-arginina e
exercicio agudo para hipertensas. Além disso, apesar de alguns biomarcadores terem
apresentado alteragdes frente aos estimulos, essas modificagdes ndo se refletiram
efetivamente na pressdo arterial. Ainda, € possivel sugerir que 0 GMPc pode ser considerado

um biomarcador efetivo para verificar os efeitos agudos e cronicos do exercicio fisico.
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19. ANEXOS

19.1) Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Biociéncias - Unesp

i
unes &;f#v UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA COMITE. DE ETICA EM PESQUISA
p “JULIO DE MESQUITA FILHO” CEP— IB—UNESP— RIO CLARO
Campus de Rio Claro o VUG
DECISAO CEP N° 065/2010
Instituicdo: UNESP - IB - CRC | Departamento: Educacéo Fisica
Protocolo n° 4395 REGISTRO CEP: 12.07.2010

Projeto de Pesquisa: “Influéncia da suplementacdo em L-arginina associada ao
exercicio fisico nos niveis plasmaticos de nitrito/nitrato, GMPC e cortisol em
mulheres na menopausa”

Pesquisa . cual -
Individual Pesquisador Responsavel: -.
Pesquisa Pesquisador Responsavel: -.-
Alunos de

Graduagdo Orientando: -.-

Pesquiea Pesquisador ﬁesponsével: lane de Paiva Novais
Alunos de
Pés- Orientador(a): Profa.Dra. Angelina Zanesco
Graduacéo

()TCC
Objetivo ( ) Mestrado
Académico: (X) Doutorado

() Outros (especificar)

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus de
Rio Claro, em sua 10? reunido extraordinaria, realizada em 17/08/2010.
X) Aprovou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer
emitido pelo relator.
Aprovou desde que atendidas as pendéncias apontadas na reunido
() (vide anexo), aprova o Projeto de Pesquisa acima citado.
Referendou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer
() emitido pelo relator.
Aprovou retornar ao interessado para atendimento das pendéncias
() encontradas (prazo maximo de 60 dias):
() |Nao Aprovou.
() |Retirou, devido a permanéncia das pendéncias.
Aprovou o Projeto de Pesquisa acima citado e o encaminha, com o devido

() parecer, para apreciacio da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa-
CONEP/MS, por se tratar de um dos casos previstos no capitulo VIII, item 4.c.

« | “Formulario para Acompanhamento dos Protocolos de Pesquisa Aprovados”
Data de Entrega: Setembro/2014

Rio Claro, 26 de ﬁsto 7e 2010.
A

,Al/
Profa. Dra. Maria Iz ouza Camargo
Coordenadora do CEP

Instituto de Biociéncias —{Segéo Técnica Académica
Avenida 24-A n°® 1515 - CEP 13506-800 — Rio Claro - S.P. — Brasil - tel 19 3526-4105 - fax 19 3534-0009 - http://www.rc.unesp.br

&



19.2) Resultados apresentados no Estudo 1
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Tabela 15. Efeito do treinamento fisico aerdbio sobre os parametros antropométricos em

voluntarias normotensas (NT) e hipertensas (HT) apos a menopausa.

NT HT
Antes Apos Antes Apos
Massa Corporal (kg) 67,8+ 1,6 67,7+1,6 67,8+1,6 67,2+1,6
IMC (kg/m?) 27,1 £0,6 27,1 £0,6 28,2+0,5 28,0+ 0,5
Circunf Abdominal (cm) 96,7+ 1,5 949+ 1,6 97,2+1,7 952+1,5
Circunf Cintura (cm) 86,2+ 1,3 85,3+1,5 884 +1,7 87,1 £1,5
Circunf Quadril (cm) 104,8 £1,3 104,6 + 1,4 1059+ 1,4 1050+ 1,3
RCQ 0,83 + 0,01 0,82 £ 0,01 0,84 £ 0,01 0,83 £0,01

IMC: Indice de Massa Corporal; Circunf: Circunferéncia; RCQ: Razdo Cintura-Quadril.

Tabela 16. Efeito do treinamento fisico aerdbio sobre a intensidade ¢ a concentragdo de

lactato sanguineo durante a sessdo de exercicio correspondente @ MFEL em voluntérias

normotensas (NT) e hipertensas (HT) ap6s a menopausa.

NT HT
Antes Apos Antes Apos
Intensidade (%) 5,704 79+0,5 5004 6,8+04
[Lac] Repouso (nmol/L) 1,2+0,1 1,1 +£0,1 1,2+0,1 1,2+0,1
[Lac] 10° min (nmol/L) 29+0,2 3,0£0,2 3,2+0,2 3,0+0,2
[Lac] 30° min (nmol/L) 29+0,2 3,1£0,2 3,3+0,3 3,0+0,3

[Lac]: Concentragédo de lactato
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Tabela 17. Efeito do treinamento fisico aerobio sobre a pressdo arterial e frequéncia cardiaca

de repouso em voluntarias normotensas (NT) e hipertensas (HT) apds a menopausa.

NT HT
Antes Apos Antes Apos
PAS (mmHg) 113,6 +2,0 112,6 + 2,1 117,3+2,0 1153+ 2,1
PAD (mmHg) 704+ 1,4 69,7+ 1,3 732+1,8 69,9+ 2,0
FC (bpm) 72,7+ 1,6 69,7+ 1,8 69,3+1,9 67,7+1,8

PAS: Pressdo arterial sistolica; PAD: Pressdo arterial diast6lica; FC: Frequéncia cardiaca.

Tabela 18. Efeito do treinamento fisico aerobio sobre a via do NO e estresse oxidativo em

voluntarias normotensas (NT) e hipertensas (HT) ap6s a menopausa.

NT HT
Antes Apos Antes Apos
NOy (uM) 249+22 233+ 1,7 26,6 £2,6 33,1+3,9
GMPc (pmol/mL) 4,7+ 0,4 5,1+04 44+0,3 51+04
SOD (U/mL) 143+1,3 22,6 +1,5 146+1,5 28,6 £2,1
CAT (nmol/min/mL) 48,8 £3,5 59,4+8,3 47,8 £4,7 82,7+ 13,5
MDA (uM) 143+1,2 143+1,0 15,0+ 1,2 16,1 + 1,4

NOy: nitrito/nitrato; GMPc: guanosina monofosfato ciclico; SOD: superdxido dismutase; CAT: catalase; MDA:

malondialdeido.

Tabela 19. Efeito do treinamento fisico aerdbio sobre os niveis hormonais em voluntarias

normotensas (NT) e hipertensas (HT) ap6s a menopausa.

NT HT
Antes Apos Antes Apos
Cortisol (nmol/L) 464,9 +28,7  4952+26,9  453,6+24,6  463,9+259
Testosterona (nmol/L) 0,84 + 0,09 0,88 £ 0,08 0,79 £ 0,08 0,80 + 0,06
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19.3) Tabela 20. Caracteristicas qualitativas das voluntarias normotensas (NT) e hipertensas

(HT).
NT HT
Historico DCV
Apresentavam historico de DCV 21 22
Nao apresentavam historico de DCV 12 6
Motivos para Pratica de EF
Estética 0 0
Saude 27 24
Recomendacio 3 2
Acompanhar 0 0
Outros 1 2
Satisfacio Corporal
Muito Satisfeita 1 3
Satisfeita 22 14
Insatisfeita 6 9
Muito Insatisfeita 2 2
Escolaridade
Fundamental Incompleto 7 7
Fundamental Completo 4 2
Ensino Médio 6 10
Superior Incompleto 2 0
Superior Completo 12 9

DCV: Doengas cardiovasculares; EF: Exercicio fisico.
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