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RESUMO

O periodo pds-menopausa esta associado a um maior risco cardiovascular em
comparagdo ao pré-menopausa. Este fato tem sido atribuido parcialmente a
deficiéncia nos estrogenos. Outros estudos destacam a relagcado existente entre o
aumento do estresse oxidativo, dos biomarcadores inflamatérios e as doencas
cardiovasculares (DCV) nesta fase da vida, especialmente a hipertensao arterial. No
entanto, novos estudos ainda sao necessarios para compreender os mecanismos
responsaveis por este fendmeno. Por outro lado, sabe-se que o exercicio fisico &
uma estratégia importante na prevengao e/ou tratamento das DCV. Assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar as concentracbes basais dos biomarcadores
cardiovasculares e enddcrino-inflamatérios em mulheres normotensas (NT) e
hipertensas (HT) na pds-menopausa e as possiveis diferengcas nos padrdoes de
resposta frente ao treinamento fisico aerébio (TFA). Trinta e sete voluntarias
finalizaram o estudo, sendo 19 NT e 18 HT. Foram avaliados: a) parametros
antropométricos — indice de massa corporal (IMC), circunferéncia abdominal (CA) e
relacdo cintura-quadril (RCQ); b) parametros cardiovasculares — pressao arterial
sistélica (PAS), presséao arterial diastélica (PAD) e frequéncia cardiaca de repouso
(FC) — c) parametros bioquimicos — perfil lipidico e glicemia, nitrito/nitrato (NOy),
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), dimetilarginina assimétrica (ADMA),
atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e catalase,
malondialdeido (MDA), cortisol, leptina e interleucina-1B (IL-1B). O TFA consistiu em
24 sessbes de caminhada em esteira, 3 x semana, 30 a 40 min, na intensidade da
maxima fase estavel de lactato. Como resultado, observou-se que somente o grupo
HT reduziu o IMC (-1,5%) em resposta ao TFA. Nao foram observadas alteragdes
nos outros parametros antropométricos, bem como no perfil lipidico e glicemia em
resposta ao TFA, em ambos os grupos. Por outro lado, o TFA reduziu a PAS (- 4,4
mmHg), PAD (- 4,3 mmHg) e FC (-3,9%) somente no grupo HT. Esta reducéo foi
acompanhada por um aumento na concentragdo plasmatica de NOx- (+37,7%) e
GMPc (+30,8%). No grupo NT, verificou-se aumento na concentragdo GMPc
(+21,9%) e reducdo de ADMA (-6%), sem qualquer alteragdo na pressao arterial e
FC de repouso em resposta ao TFA. Nenhuma alteracdo foi observada na
concentracdo de MDA em resposta ao TFA, em ambos os grupos. Entretanto, o
grupo HT apresentou valores basais superiores (+16%) em relagdo ao grupo NT.
Ambos os grupos apresentaram aumento na atividade da SOD (NT: +47,6% e HT:
+83,6%), contudo, a magnitude de aumento foi significativamente maior no grupo
HT. Nenhuma alteragéo foi observada em ambos os grupos na atividade da catalase
bem como para as concentracdes de cortisol, leptina e IL-1B. Foi encontrada uma
correlagdo positiva entre a PAS e cortisol somente no grupo HT antes do TFA.
Assim, verificamos que os efeitos benéficos do exercicio fisico sobre a pressao
arterial sdo mediados pela ativacdo da via NO/GMPc e melhora na atividade
enzimatica antioxidante, sem alteragdes na concentragao de MDA, cortisol, leptina e
IL-1B. Por outro lado, os aspectos preventivos do exercicio fisico estdo relacionados
a reducdo na concentracdo de ADMA e melhora na atividade enzimatica
antioxidante. Assim, os efeitos benéficos do exercicio fisico estdo relacionados a
ativacao de vias similares em mulheres NT e HT na pds-menopausa, entretanto, os
efeitos fisioldgicos sdo mais visiveis nas HT.

Palavras-chave: Exercicio fisico. Menopausa. Biomarcadores cardio-inflamatérios.
Cardiovascular



ABSTRACT

The postmenopausal period is associated with greater cardiovascular risk compared
to premenopausal. This fact has been partly attributed to estrogen deficiency. Other
studies highlight the relationship between the increase in oxidative stress,
inflammatory biomarkers and cardiovascular diseases (CDV) at this stage of life,
especially hypertension. However, other studies are needed to understand the
mechanisms responsible for this phenomenon. On the other hand, it is known that
physical exercise is an important strategy both in prevention and treatment of CVD.
So, the aim of this study was to evaluate the baseline concentrations of
cardiovascular and endocrine-inflammatory biomarkers in normotensive (NT) and
hypertensive (HT) postmenopausal women and the possible differences in patterns
of response against aerobic exercise training (AET). Thirty-seven volunteers
completed the study, 19 NT and 18 HT. Were evaluated: a) anthropometric
parameters — body mass index (BMI), waist circumference (WC) and waist-hip ratio
(WHR); b) cardiovascular parameters — systolic blood pressure (SBP), diastolic blood
pressure (DBP) and rest heart rate (HR); c) biochemical parameters — lipid profile
and glycemia, nitrite/nitrate (NOy’), cyclic guanosine monophosphate (cGMP),
asymmetric dimethylarginine (ADMA), superoxide dismutase (SOD) and catalase
activity, malondialdehyde (MDA), cortisol, leptin and interleukin-18 (IL-1B). AET
consisted of 24 sessions of walking on a treadmill, 3 days/week, 30 to 40 min, in the
maximal lactate steady state intensity. Were observed only the HT group decreased
BMI (-1.5%) in response to AET. No changes in other anthropometric parameters
were observed, as well as lipid profile and glycemia in both groups. On the other
hand, AET decreased SBP (- 4.4 mmHg), DBP (- 4.3 mmHg) e HR (-3.9%) only in HT
group. This reduction was accompanied by an increase in NOx- (+37.7%) and cGMP
(+30.8%) plasmatic concentration. In NT group, were observed an increase in GMPc
(+21.9%) plasmatic concentration and a decrease in ADMA (-6%), without changing
in office blood pressure and heart rate in response to AET. No changes were
observed in MDA concentration in both groups in response to AET, however, the HT
group showed higher baseline concentration (+16%) as compared with NT. Both
groups presented an increase in SOD activity (NT: +47.6% e HT: +83.6%), however,
the magnitude of increase was greater in HT group. No changes were observed in
catalase activity in both groups. In relation to cortisol, leptin and IL-13 both groups
did not present changes in response to AET. A positive correlation was found
between SBP and cortisol only in HT group before AET. So, we v that the beneficial
effects of exercise training on blood pressure are mediated by activation of the NO /
cGMP pathway and improves the antioxidant enzyme activity, without changing in
MDA, cortisol, leptin and IL-13 concentrations. On the other hand, the preventive
aspects of exercise training are related to reduction of ADMA concentration and
improvement in antioxidant enzyme activity, as shown by the NT volunteers. Thus,
the beneficial effects of physical exercise are related to the activation of similar
pathways in NT and HT postmenopausal women, however, the physiological effects
are most visible in HT.

Keywords: Physical exercise. Menopause. Cardio-inflammatory biomarkers.
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1 INTRODUGAO

O periodo poés-menopausa tem recebido crescente atencdo nas
pesquisas relacionadas a saude, principalmente no que diz respeito ao sistema
cardiovascular. Isso porque, com o advento da menopausa, ha um aumento
consideravel na incidéncia de doengas cardiovasculares e consequente aumento no
risco de eventos cardiovasculares fatais e ndo fatais (SIMKIN-SILVERMAN et al.,
1995; RECKELHOFF, FORTEPIANI, 2004). Seguindo esta tendéncia, a hipertensao
arterial apresenta maior prevaléncia nos homens até os 50 anos de idade, porém
com a chegada da menopausa, o sexo feminino passa a ser o mais atingido por esta
doenca (AMERICAN HEART ASSOCIATION — AHA, 2010). Os mecanismos
responsaveis por este fendbmeno ainda ndo foram completamente compreendidos,
entretanto, acredita-se que a queda dos estrégenos seja um dos principais, dentre
uma grande variedade de fatores. A maior atividade do sistema renina-angiotensina-
aldosterona e ativacdo simpatica tém sido associadas também a elevagdo da
pressao arterial nesta faixa etaria (LIMA, WOFFORD, RECKELHOFF, 2012). O
processo de disfuncdo endotelial, condi¢gao peculiar das doengas cardiovasculares,
parece ser acelerado durante esta fase devido ao aumento do estresse oxidativo,
bem como o envolvimento dos marcadores inflamatérios na fisiopatologia da
hipertensao arterial (SUNG, SUH, KIM, 2003; RECKELHOFF E FORTEPIANI, 2004;
SAVOIA, SCHIFFRIN, 2006). Nesse sentido, alguns autores tém demonstrado
alteragdes no padrao de liberacdo de citocinas proé-inflamatérias no periodo pés-
menopausa (CIOFFI et al, 2002; YASUI et al, 2007), o que poderia acarretar
prejuizos a saude cardiovascular. Além disso, a exposi¢cao crénica a concentragdes
elevadas de leptina e cortisol também afeta negativamente a pressao arterial
(WILLIAMSON et al., 2005; BELTOWISK, 2006).

Em contrapartida, sabe-se que o exercicio fisico aerébio realizado
regularmente e em intensidades moderadas promove diversos beneficios a saude,
especialmente no sistema cardiovascular (PESCATELLO et al, 2004; ROQUE et al,
2013). Seus efeitos benéficos sobre diversos biomarcadores que influenciam o
sistema cardiovascular tém sido demonstrados em populag¢des variadas (GLEESON
et al, 2011). Entretanto, nenhum estudo até o momento, avaliou os efeitos do

treinamento fisico aerdébio sobre os biomarcadores enddcrino-inflamatorios
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juntamente com componentes da via NO/GMPc, importante na regulagao da pressao
arterial, em mulheres normotensas e hipertensas na pés-menopausa.

Portanto, com este estudo pretendemos entender os mecanismos através
dos quais o exercicio fisico pode promover beneficios sobre a pressao arterial em

mulheres na pés-menopausa que apresentem ou nao hipertensao arterial.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Climatério

O climatério compreende todo o periodo de transicdo do estado
reprodutivo para o nao reprodutivo. A menopausa, inserida neste periodo,
representa a cessagao permanente dos ciclos menstruais como resultado da perda
da atividade folicular ovariana, sendo reconhecida apdés 12 meses consecutivos de
amenorreia, sem causa fisiolégica ou patoldgica. Este fato apresenta-se como
referéncia para a definigdo de outras fases do ciclo de vida da mulher: pré-
menopausa, perimenopausa e poés-menopausa (FERNANDES et al.,, 2007,
WEISMILLER, 2009) (Figura 1).

Climatério
Menopausa
|
-
Perimenopausa
- - I
Pré-menopausa Pés-menopausa
L 1 1 .
1 1 1 1 v
40 45 50 51 Idade (anos)

Figura 1. Fases do climatério.

Esta transicao é marcada por grandes alteragdes nos padrdées hormonais.
Inicialmente, na perimenopausa, ha um aumento dos horménios foliculo-estimulante
(FSH) e luteinizante (LH) acompanhado por uma redugdo consideravel dos
estrégenos. Apos a menopausa, as concentragdes de FSH e LH se elevam ainda
mais e podem ser até 20 vezes mais altas quando comparadas a mulheres em idade
fértil. Em contrapartida, a producéao dos estrégenos é completamente interrompida e
suas concentragdes podem ser até 90% mais baixas (BURGER, 1999). Tais
alteragdes, principalmente a depleg¢ao dos estrégenos, afetam o organismo como um
todo, ja que existem receptores presentes em praticamente todos os tecidos,
inclusive no sistema cardiovascular (WEISMILLER, 2009).

Segundo a Organizagcdo Mundial da Saude (2008), as doengas
cardiovasculares (DCV) representam a principal causa de morte no mundo. Diversos

estudos epidemioldgicos apontam que sua incidéncia aumenta significativamente em
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mulheres ap6s a menopausa (SIMKIN-SILVERMAN et al., 1995, SHIMBO et al.,
2014). Contudo, as razdes responsaveis por este fendbmeno ainda ndo foram
totalmente esclarecidas. Alguns autores sugerem um efeito protetor dos estrogenos
que é perdido com o advento da menopausa (SCHIMITT et al., 2008; MARIC-
BILKAN, GILBERT, RYAN, 2014). Entretanto, a escassez hormonal explica
parcialmente esta vulnerabilidade, uma vez que, faltam evidéncias que suportem a
eficacia da terapia de reposicdo hormonal na prevencdo de eventos
cardiovasculares nesta populacdo (SHELLEY et al.,, 1998; WASSERTHEIL-
SMOLLER et al., 2003; SHIMBO et al., 2014).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia juntamente com a
Associacgéao Brasileira do Climatério (2008), 53% das mortes em mulheres com mais
de 50 anos séo causadas por eventos cardiovasculares, como infarto do miocardio e
acidente vascular cerebral, com grande contribuicdo da hipertensdo arterial

sistémica.

2.2 Hipertensao arterial

A hipertensao arterial sistémica (HAS), doenga cronico degenerativa de
etiologia multifatorial e poligénica, caracteriza-se por niveis tensionais elevados e
sustentados de pressao arterial normalmente associados a alteragcdes funcionais,
metabdlicas e/ou estruturais, sendo considerada um dos principais fatores de risco
para desenvolvimento de DCV (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA,
2010; COFFMAN, 2011). O diagnostico do quadro hipertensivo € definido quando os
valores de pressao arterial sistolica e diastdlica sdo = 140 e 90 mmHg,
respectivamente (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010).

Estima-se que um bilhdo de pessoas apresentem HAS em todo o mundo,
sendo responsavel por cerca de 7,6 milhdes de mortes por ano (LAWES, HOORN,
RODGERS, 2008). No Brasil, acomete pouco mais de 30% da populagéo e
compromete grande parcela do orgamento publico, por estar intimamente
relacionada as lesdes nos principais 6rgaos-alvo como coragdo, cérebro, rins e
vasos sanguineos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010).

Dados epidemiolégicos demonstram que a prevaléncia de HAS é maior
nos homens até os 45 anos de idade. Com o advento da menopausa, esta
distribuicdo se inverte, sendo o sexo feminino o mais acometido (AMERICAN
HEART ASSOCIATION — AHA, 2015), como ilustrado pela figura 2. Contribuindo
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com este fato, alguns estudos demonstram que apesar da similaridade no
tratamento da HAS entre os sexos, o controle da pressao arterial parece ser menos
efetivo nas mulheres (KIM et al., 2006; KEYHANI et al., 2008).

90
799
80 764
70 67.8
620
§ €0 | 546
i ‘ 0 537
— | 4
50 1
G
3, ]
8 | 327
& 30 1
20-34 35-44 45-54 55-64 65-74 75+

mMale mFemale

Figura 2. Prevaléncia de hipertensédo arterial em adultos com mais de 20 anos (NHANES: 2009-
2012). Fonte: American Heart Association, Update 2015.

Considerando que o controle da pressao arterial € bastante complexo e
envolve varios sistemas (GUYTON E HALL, 1997), uma diversidade de fatores
parece contribuir para maior incidéncia da HAS em mulheres no periodo poés-
menopausa (LIMA, WOFFORD, RECKELHOFF, 2012). Primeiramente, o processo
de envelhecimento associa-se com aumento na pressdo arterial em ambos os
sexos, e em mulheres acima de 65 anos, a prevaléncia da hipertensio arterial se
aproxima dos 60%. (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010; GERACI
E GERACI, 2013). Isso se deve, em partes, ao processo natural e progressivo de
arteriosclerose (KNOWLTON E LEE, 2012). Outra grande parcela de contribuicéo é
atribuida a queda significativa na concentragdo dos estrégenos, sobretudo o
estradiol, o que favorece a ativagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) e desequilibrio do sistema nervoso autbnomo (GERACI E GERACI, 2013;
SOUZA E TEZINI, 2013). Reckelhoff e Fortepiani (2004) evidenciaram que mulheres
na pos-menopausa apresentam maior atividade plasmatica da renina em
comparagao aquelas que se encontram na pré-menopausa. Em modelos animais, a

reposicao hormonal (17B-estradiol) em ratas ovariectomizadas reduziu a atividade
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plasmatica da enzima conversora de angiotensina (ECA) bem como as
concentragbes de angiotensina Il, potente peptideo vasoconstritor (BROSNIHAN et
al., 1997). No entanto, a reposicado hormonal em humanos mostrou-se ineficaz em
proteger a maior incidéncia de doengas cardiovasculares bem como promoveu
elevacdo de complicacbes como tromboses e lesdes de vasos, revelando a
complexidade do controle de pressao arterial nessa populagdo (SHIMBO et al.,
2014). Além disso, estudos recentes demonstram a necessidade de diferentes
abordagens dependendo do tempo apds a menopausa, onde mulheres mais jovens
podem se beneficiar da reposicdo hormonal, enquanto aquelas com tempo pés-
menopausa maior que 10 anos parecem ser mais suscetiveis a eventos
tromboembdlicos com este tipo de terapia (MANSON, 2014). Deve-se enfatizar ainda
que a reposicdo hormonal, em mulheres mais jovens (49 a 59 anos), é
essencialmente eficaz no controle dos sintomas da menopausa como reducido de
libido, ondas de calor e insénia, mas ainda nenhum beneficio foi efetivamente

encontrado na prevengao das doengas cardiovasculares.
2.3 Disfuncao endotelial e estresse oxidativo

O endotélio possui papel fundamental no controle do tbnus vascular, e o
elemento essencial para manté-lo integro é o 6xido nitrico (NO) (SCHNABEL et al.,
2005). O NO ¢ sintetizado a partir do aminoacido L-arginina, através das isoformas
constitutiva (neuronal e endotelial) e induzivel da enzima 6xido nitrico sintase (NOS),
e apresenta importantes funcdes cardioprotetoras. Além de atuar na inibicdo da
agregacao plaquetaria, leucocitaria e na proliferagdo celular, apresenta-se como
uma das mais importantes substancias vasodilatadores derivadas do endotélio
(ZAGO E ZANESCO, 2006). Assim, sua produgédo e biodisponibilidade tornam-se
cruciais para o controle do ténus vascular (FURCHGOTT E ZAWADZKI, 1980;
IGNARRO et al.,, 1987). Nesse sentido, a disfuncao endotelial basicamente
caracteriza-se pela reducéo da producao e/ou biodisponibilidade de NO, que resulta
em uma menor vasodilatacdo dependente do endotélio e favorece o
desenvolvimento das doengas cronico-degenerativas (HIGASHI et al., 2009).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo moléculas derivadas de
processos metabdlicos oxidativos, que em condigdes normais sdo produzidas de
forma controlada, especialmente pela mitocondria, e desempenham papel

importante em varios eventos fisiolégicos. No entanto, em algumas condigdes ha um
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aumento na produgao e/ou acumulo de EROS, que pode ser ocasionado por um
desequilibrio entre os sistemas oxidante e antioxidante, o que caracteriza o quadro
de estresse oxidativo (SYDOW E MUNZEL, 2003; HIGASHI et al., 2009). Dentre as
principais EROs destacam-se o radical hidroxila (OH"), peroxido de hidrogénio
(H202), peroxinitrito (ONOO’) e o éanion superoxido (O2) (FERREIRA E
MATSUBARA, 2007; HIGASHI et al., 2009), sendo que suas principais fontes, em
condi¢cbes patologicas, sdo as enzimas NADPH oxidase, xantina oxidase, a via
cicloxigenase e a citocromo P450. (PUDDU et al., 2008). (TOUYZ E SHCHIFFRIN,
2004). No sistema cardiovascular, este excesso de EROs apresenta um papel
crucial na disfuncdo cardiovascular, principalmente associado a doengas como
hipertensdo arterial, aterosclerose, isquemias cardiacas (LANDMESSER E
HARRISON, 2001).

O estresse oxidativo, é determinante para a redugao da biodisponibilidade
do NO no leito vascular e consequente processo de disfungdo endotelial (SYDOW E
MUNZEL, 2003; HIGASHI et al., 2009). Isso porque o anion superoxido apresenta
alta afinidade com esta molécula vasodilatadora, e ao reagirem, resultam na
formagdo do peroxinitrito, molécula altamente instavel capaz de causar diversos
danos celulares. Nesse sentido, as enzimas antioxidantes superoxido dismutase
(SOD), catalase, glutationa peroxidase (GPX) compdéem um sistema de defesa
importante contra as EROs. Primeiramente, a SOD ao realizar a dismutagao do
anion superéxido em peroxido de hidrogénio, evita a inativagdo do NO. Em seguida,
uma segunda linha de defesa, composta principalmente pela catalase e GPX, atua
sobre o perdxido de hidrogénio transformando-o em agua e oxigénio (LI, HORKE,
FORSTERMANN, 2013). Assim, um sistema um sistema antioxidante eficiente pode
favorecer a biodisponibilidade de NO bem como sua agao benéfica no sistema
cardiovascular.

Neste contexto, apds a menopausa, ha uma condi¢cao favoravel para
aumento do estresse oxidativo. A atividade aumentada do SRAA nesta populagao, ja
mencionada anteriormente, ndo sé tem implicagcdo direta na hemodinamica como
pode influenciar negativamente o estado redox. Outros trabalhos evidenciaram
concentracbes aumentadas de endotelina em mulheres na pds-menopausa, que
aléem de ser um potente vasoconstritor pode também estimular componentes do
sistema oxidante (RECKELHOFF E FORTEPIANI, 2004; MARIC-BILKAN, GILBERT,

RYAN, 2014). Além disso, sabe-se que o estradiol € capaz de estimular diretamente
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a producao de NO, ativando ou aumentando a expressdo da enzima oxido nitrico
sintase endotelial (eNOS), o que favorece melhor controle da presséo arterial bem
como inibe possiveis efeitos aterogénicos no periodo pré-menopausa.
Interessantemente, outros estudos também demonstraram que este horménio é
capaz de regular positivamente a SOD, enzima responsavel pela dismutagcdo do
anion superoxido, reduzindo assim a inativagdo do NO (LIMA, WOFFORD,
RECKELHOFF, 2012; FISMAN, TENENBAUM, PINES, 2002). De fato, alguns
autores encontraram niveis aumentados de certos marcadores do estresse oxidativo
em comparacao as mulheres em idade feértil (SIGNORELLI et al, 2006). Portanto, o
aumento do estresse oxidativo e consequente disfungcédo endotelial sdo considerados
fatores chaves que contribuem para maior risco de desenvolver DCV na pés-
menopausa (MOREAU et al., 2013).

Ainda neste sentido, sabe-se que as células endoteliais também séao
capazes de produzir substancias como a dimetilarginina assimétrica (ADMA),
originada do catabolismo de proteinas que contém residuos metilados de arginina,
sendo assim considerada uma molécula analoga a L-arginina (COOKE, 2000).
Diversos trabalhos realizados in vitro e in vivo denominam o ADMA como um inibidor
enddégeno das trés isoformas da NOS, que afeta tanto a produgdo quanto a
biodisponibilidade de NO (FRANSCESCHELLI et al., 2013; SYDOW E MUNZEL,
2003). Por isso, o ADMA tem sido sugerido como um fator de risco independente
para disfuncdo endotelial e doenga arterial coronariana (SCHNABEL et al, 2005).
Colaborando com esta afirmacédo, esta bem descrito na literatura que doencas
caracterizadas pela presengca da disfuncdo endotelial, como hipertensido arterial,
hipercolesterolemia e diabetes, apresentam concentragdes plasmaticas aumentadas
de ADMA (BOGER, 2005; FRANSCESCHELLI et al., 2013).

Schulze et al (2005) encontraram correlagdo positiva entre a idade e
concentragbes de ADMA em homens e mulheres. Quando analisados os subgrupos,
estes autores verificaram que as mulheres acima dos 50 anos de idade
apresentavam maiores concentragdes de ADMA em comparagdo as mais jovens,
sendo esta relagdo inexistente no sexo masculino. Curiosamente, foi demonstrado
ainda que as mulheres acima dos 50 anos continuavam a apresentar concentracoes
elevadas de ADMA em comparagao aos homens da mesma faixa etaria. Dessa

maneira, estes dados sugerem que a menopausa parece influenciar negativamente
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este biomarcador, acrescentando outro fator de risco cardiovascular a esta

populacio.
2.4 Biomarcadores inflamatorios

A inflamag&o é um mecanismo de defesa do organismo em resposta a um
estimulo nocivo e caracteriza-se pela ativagcdo de complexas vias de sinalizagao
(BEAVERS, BRINKLEY, NIKLAS, 2010). De maneira resumida, o sistema imune
inclui classicamente: o sistema imune inato e o sistema imune adaptativo. A
imunidade inata, primeira linha de defesa do organismo, caracteriza-se por uma
resposta rapida e nao especifica efetuada por meio de agées como fagocitose,
liberacdo de mediadores inflamatorios, reagentes de fase aguda, citocinas e
quimiocinas. Ja a imunidade adaptativa caracteriza-se pela ativagao de dois tipos de
células, linfécitos T e B, capazes de desencadear respostas altamente especificas a
diferentes tipos de agentes patogénicos (LEIBOWITZ, SCHIFFRIN, 2011; MIAN,
PARADIS, SCHIFFRIN, 2014). Porém, é importante destacar que estas partes do
sistema imune estao intrinsicamente ligadas entre si, de modo que, o sistema inato
ajuda no desenvolvimento de respostas imunes especificas através da apresentagao
de antigenos, enquanto que, as células do sistema adaptativo podem liberar
citocinas que regulam a fungao das células imunes inatas (WALSH et al., 2011).

Sabe-se que a inflamagao crénica, mesmo em baixo grau, € um fator
chave na génese e progressado da hipertensdo arterial. Tanto as respostas imunes
inatas e adaptativas parecem estar envolvidas neste processo (SUNG, SUH, KIM,
2003; SAVOIA E SCHIFFRIN, 2006; LEIBOWITZ, SCHIFFRIN, 2011; SHIFFRIN,
2013). Juntos, mecanismos inflamatérios como a ativagao e infiltracdo de células
imunes, liberacdo de citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo e o estresse
oxidativo parecem aumentar a pressao arterial através da lesdo de 6rgéos-alvo (ex.:
rins) e do remodelamento vascular (MIAN, PARADIS, SCHIFFRIN, 2014).

No entanto, o papel dos mediadores inflamatérios na génese das doencgas
cardiovasculares durante o climatério ainda n&do é claro. Trabalhos recentes
mostram que neste periodo ocorre aumento da expressao de interleucinas e outras
citocinas inflamatdrias, fendmeno este que pode ser parcialmente explicado pelas
alteragdes nos horménios sexuais (IZZICUPO et al., 2013; VRACHNIS et al., 2014).
De fato, alguns trabalhos demonstram que mulheres na pés-menopausa apresentam

concentragcbes aumentadas de IL-6, IL-18 e proteina C-reativa (PCR) em
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comparagao aos seus pares em idade reprodutiva (CIOFFI et al., 2002; YASUI et al.,
2007). Corroborando com estes dados, outro estudo realizado in vivo e in vitro,
afirma que a privagao de estrégenos apds a menopausa pode aumentar a produgao
de citocinas inflamatérias pelas células mononucleares (KIM et al., 2012). Por outro
lado, achados em modelos experimentais mostram que os estrogenos exercem
papel anti-inflamatério em animais jovens que sdo mediados pelos receptores
classicos de estrogenos, ERa, enquanto que em animais idosos, esses efeitos sao
perdidos ou atenuados e a expressao dos receptores de estrégenos do subtipo B
(ERB) parece exercer papel preponderante nessa fase de vida, desencadeando
maior resposta inflamatdéria, o que poderia explicar os eventos adversos da
reposicao hormonal em mulheres mais velhas (BOWLING et al., 2014). Assim,
durante o climatério, além da deficiéncia de estrégenos, mudangas na populagao de
seus receptores bem como nas vias de sinalizagdo podem desencadear um estado
inflamatorio crénico que poderia afetar na prevaléncia das doengas cardiovasculares
nessa populacdo. Nesse sentido, recente estudo realizado em mulheres brasileiras
na pos-menopausa encontraram associagao entre a idade, tempo pés-menopausa e
maior prevaléncia de aterosclerose subclinica, doenca caracterizada por processos
inflamatdrios e frequentemente associada a fatores de risco como hipertensao,
diabetes e historico familiar (NAHAS et al., 2014).

2.5 Cortisol

O cortisol, principal glicocorticoide secretado pelo cértex da glandula
adrenal, € o produto final da estimulacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
(GUYTON E HALL, 1997). A exposicao crbnica a concentracdes elevadas deste
horménio frequentemente implica em um aumento nos niveis de pressao arterial e
também no risco cardiovascular (WILLIAMSON et al, 2005; VALASSI et al, 2011).

Os mecanismos através dos quais o cortisol atua como mediador da
hipertensao arterial ainda ndo foram completamente elucidados. Adicional a ativagao
simpatica, do SRAA e também dos receptores mineralocorticoides, alguns trabalhos
enfatizam a agado do cortisol sobre a via do NO. Tais autores afirmam que este
glicocorticoide aumenta a produgdo de EROS pela via da NADPH oxidase no
endotélio vascular, provocando a oxidacdo do NO e limitando a agao desta molécula
na musculatura lisa vascular. Ou seja, o aumento do estresse oxidativo e a

consequente reducdo da biodisponibilidade de NO estdo integrados na relagéo
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cortisol/hipertensao arterial (WITHWORTH et al, 2002; ONG, WITHWORTH, 2011).
Recente estudo também destaca que o cortisol participa de forma significativa na
relagao existente entre obesidade e hipertensao arterial, e sugere que a génese da
sindrome metabdlica envolve exposicdo prolongada e excessiva ao glicocorticoide
(VARUGHESE, NIMKEVYCH, UWAIFO, 2014).

Nesse sentido, algumas evidéncias sugerem o aumento na secregédo de
cortisol em relagdo a idade em ambos os géneros (DEUSCHLE et al., 1997). Um
possivel papel dos horménios sexuais sobre o eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal
também foi demonstrado, onde mulheres apresentavam maior aumento na
concentragcdo de cortisol relacionado a idade em comparagdo aos homens (VAN
CAUTER et al., 1996). Além disso, verificou-se que frente a um estimulo estressor
as mulheres na pés-menopausa apresentaram maior resposta deste eixo em relagao
ao sexo oposto, resposta contraria aquela observada quando analisados individuos
jovens (SEEMAN et al.,, 2001). Dessa forma, a atividade aumentada deste via
enddcrina pode representar um dos elos entre os disturbios do climatério e o risco

cardiovascular aumentado nesta populagao (CAGNACCI et al, 2011).
2.6 Leptina

O tecido adiposo € considerado um 6rgdo endoécrino de grande
complexidade, isso porque, ele desempenha papel central na manutengdo da
homeostase energética através da liberagdo de varias adipocinas, as quais
interagem com oOrgdos centrais e periféricos e controlam a ingestdo alimentar, o
gasto energético e o metabolismo em geral. Dentre as principais adipocinas, a
leptina participa de forma relevante na manutencdo do peso corporal e suas
concentragbes circulantes s&do proporcionais ao conteudo de gordura corporal
existente (JAMES HARWOOD JR, 2012).

Apesar de ser essencial na regulagcdo da homeostase energética, a
leptina também pode desencadear efeitos negativos no sistema cardiovascular,
quando em excesso. Alguns autores destacam a participagdo da leptina no
desenvolvimento da hipertensao arterial, especialmente em casos de obesidade,
caracterizados pela hiperleptinemia (MATTU, RANDEVA, 2013). Embora os
mecanismos responsaveis nao estejam completamente esclarecidos, algumas
evidéncias apontam para um efeito desfavoravel da leptina sobre a ativagao

simpatica, produgdo de NO e aumento na geracdo de EROS, favorecendo a



20

disfungdo endotelial (BELTOWISK, 2006). Além disso, a leptina parece contribuir
para o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares através de suas agdes pro-
inflamatoérias (WANNAMETHEE et al, 2007; PAZ-FILHO et al, 2012).

Nesse contexto, o ganho de peso torna-se uma das principais
preocupacdes com a saude na pdés-menopausa e a mulher vivencia mudangas no
padrao de distribuicdo da gordura corporal, que afetam diretamente o sistema
cardiovascular (DAVIS et al, 2012). A deficiéncia de estrogenos tem sido associada
ao aumento da adiposidade e principalmente maior acumulo de gordura na regiao
central, o que aumenta o risco de eventos cardiovasculares (PERRY et al, 2008;
THERNOF E DESPRES, 2013).

Ja foi evidenciado que as mulheres apresentam maiores concentragoes
de leptina em comparagdo aos homens, contudo, ainda ndo ha um consenso
quando se analisa o periodo pds-menopausa. Assim, € possivel encontrar na
literatura estudos que reportam aumento, nenhuma alteragcdo ou até mesmo uma
diminuicdo da leptina nesta faixa etaria (HADJI et al., 2000; HAFFNER, MYKKANEN,
STERN, 1997; KHOKHAR, SIDHU, KAUR, 2010). Di Carlo et al (2004) afirmam que
a reposicdo hormonal minimiza o risco cardiovascular nesta populacédo por evitar o
ganho de peso corporal e o consequente aumento da leptina. Contudo, recente
meta-analise, concluiu que a concentracdo de leptina em mulheres na pos-
menopausa associa-se positivamente com o IMC e nao esta associada a reposigao
hormonal (ZHOU et al, 2013).

2.7 Exercicio Fisico

Acredita-se que o sedentarismo seja responsavel por aproximadamente
6-10% das principais doengas cronico-degenerativas em todo o mundo, o que
caracteriza este comportamento como um fator risco semelhante a obesidade e ao
tabagismo (LEE et al, 2012). Sabe-se que o exercicio fisico aerdbio realizado
regularmente e em intensidades moderadas promove diversos beneficios a saude,
especialmente no sistema cardiovascular, e nesse sentido, sua pratica tem sido
recomendada na prevencdo e/ou tratamento da hipertensdo arterial por varias
organizacgdes de saude (PESCATELLO et al, 2004; ROQUE et al, 2013).

O aumento do fluxo sanguineo pulsatil e da pressao que o sangue exerce
sobre a parede dos vasos, provocados pelo exercicio fisico, sdao importantes

estimulos para aumentar a sintese de NO bem com favorecer sua biodisponibilidade
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no sistema vascular. Estes beneficios estdo relacionados principalmente a maior
ativacao e/ou expressao da enzima eNOS nas células endoteliais, simultaneamente,
ao aumento da atividade e/ou expressao das enzimas antioxidantes SOD, catalase e
GPx e reducgao da atividade e/ou expressao das enzimas oxidantes, especialmente a
NADPH oxidase (WALTHER, GIELEN, HAMBRECHT, 2004). Além disso, apenas
dois estudos existentes na literatura demonstram que o exercicio fisico em mulheres
na poés-menopausa € eficaz em reduzir as concentragcbes de ADMA, molécula que
prejudica a produgédo e/ou biodisponibilidade de NO. Contudo, esses autores nao
avaliaram a produgao deste potente vasodilatador (TANAHASHI et al., 2014a;
TANAHASHI et al., 2014b). Assim, em conjunto, tais mecanismos permitem maior
acdao do NO na musculatura lisa vascular, reduzem o estresse oxidativo e
consequentemente favorecem o controle da pressao arterial (WALTHER, GIELEN,
HAMBRECHT, 2004).

Além disso, o exercicio fisico, especialmente em individuos sedentarios,
representa uma ruptura na homeostase do organismo que desencadeia processos
inflamatorios agudos e crénicos (PETERSEN E PEDERSEN, 2005). Principalmente
em formas extremas de exercicio, como maratonas e Ironman, sua pratica associa-
se a respostas proé-inflamatérias, com aumento de mediadores inflamatérios como
TNF-q, IL-1B e proteina C-reativa. No entanto, na maioria das situagdes, o exercicio
fisico exerce classicamente um importante papel anti-inflamatorio, prevenindo ou
atenuando o estado inflamatério (LANCASTER E FEBBRAIO, 2014). Por isso,
consideram-se as respostas inflamatérias, quando relacionadas ao treinamento
fisico, um processo benéfico que viabiliza a prevengao de doengas crdnicas, com
efeitos em sistemas neuroendocrinos (SILVA E MACEDO, 2011).

Os efeitos benéficos do treinamento fisico sobre a inflamagcao podem
estar relacionados a redugao na gordura corporal e/ou prevencao do ganho de peso,
melhorando assim o perfil das células imunes no tecido adiposo. Isto pode resultar
na reducao da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e aumento na liberacao de
citocinas anti-inflamatdrias pelo adipdcito bem como atenuar o recrutamento de
macrofagos pro-inflamatorios (M1) neste tecido (LANCASTER E FEBRAIO, 2014).

Sabe-se que a contracdo da musculatura esquelética resulta na liberagao
de miocinas que também promovem ac¢des anti-inflamatérias diretas e indiretas. Por
exemplo, exercendo efeitos benéficos em depdsitos de gordura visceral e ectdpica,

melhorando o metabolismo de oxidagdo de gorduras na propria musculatura ativa
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bem como estimulando a liberacdo de outros componentes anti-inflamatérios
(WALSH et al., 2011). Além disso, foi demonstrado que exercicio fisico contribui para
prevencdo e/ou redugdo do acumulo de lipidios no figado, em modelos
experimentais e em humanos (KAWANISHI et al., 2012; SULLIVAN et al., 2012).
Deve-se destacar também que os mecanismos anti-inflamatérios
desencadeados pelo exercicio fisico podem estar associados a via de sinalizagado do
toll-like receptor (TLR) assim como na reducéo da liberacdo de IL-1[3, esta ultima
considerada uma citocina chave no controle da inflamagao local e sistémica, que
contribui no desenvolvimento de doengas como aterosclerose, resisténcia a insulina
e diabetes tipo 2 (LANCASTER E FEBRAIO, 2014). Nesse sentido, estudos
realizados em homens e mulheres de meia-idade demonstraram que os marcadores
inflamatorios apresentam relagdo inversa a aptidao cardiorrespiratoria (KULLO,
KALHEGHI, HENSRUD, 2006; LAVOIE et al, 2010), sugerindo que a adog&o de um

estilo de vida fisicamente ativo pode influenciar positivamente estes parametros.
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3 JUSTIFICATIVA

A pratica de exercicios fisicos torna-se fundamental nessa fase de vida e
o entendimento dos mecanismos pelos quais a sua pratica promove efeitos
benéficos é imprescindivel para estabelecer diretrizes e recomendagdes para essa
populagdo. Apesar do crescente interesse em estudar o periodo pos-menopausa,
poucos estudos até o momento se preocuparam em avaliar os efeitos do
treinamento fisico aerdbio sobre os biomarcadores cardiovasculares e enddécrino-
inflamatérios em mulheres normotensas e hipertensas na pds-menopausa € a
existéncia de possiveis diferengcas no padrdo de resposta frente ao treinamento
fisico aerdbio. Sua importancia clinica reside no fato de que mulheres vivem mais
que homens e que a prevaléncia de hipertensao arterial eleva-se nessa fase de vida.
Assim, este estudo podera propiciar melhores estratégias para a prevengdo e/ou

tratamento das doencgas cardiovasculares e suas complicagdes.
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4 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do treinamento fisico aerébio sobre os parametros
antropomeétricos, cardiovasculares e bioquimicos em mulheres normotensas e

hipertensas na pos-menopausa.
41 Objetivos especificos

e Avaliar os niveis basais dos diferentes biomarcadores cardiovasculares e
endécrino-inflamatérios em mulheres normotensas e hipertensas na pos-

menopausa

e Avaliar a existéncia de possiveis diferengcas nos padrbes de resposta
destes biomarcadores frente ao treinamento fisico aerébio em mulheres

normotensas e hipertensas na pdés-menopausa

e Avaliar a influéncia do treinamento fisico aerdbio sobre:

v Indice de massa corporal, circunferéncia abdominal, relagdo cintura-

quadril;

<\

Presséo arterial e frequéncia cardiaca de repouso;

Perfil lipidico e glicemia;

AN

Via NO/GMPc e ADMA,;

<\

Estado redox: superoxido dismutase, catalase e malondialdeido;

v' IL-1B, leptina e cortisol.
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5 MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
seres humanos do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) — Campus Rio Claro, n® parecer 573.752. Os participantes deste estudo
foram recrutados através de midia impressaltelevisiva e anuncios distribuidos dentro
e em areas proximas a universidade. Além disso, um banco de dados ja existente

em nosso laboratdrio foi utilizado para a convocagao das voluntarias.
5.1 Participantes

Participaram deste estudo 37 mulheres na pds-menopausa, sendo 19
normotensas (NT) e 18 hipertensas (HT). Aquelas que atenderam aos critérios de
inclusdo vigentes foram convidadas a comparecem ao Laboratério de Fisiologia
Cardiovascular e Atividade Fisica para uma avaliagao inicial, e também foram
informadas de todos os procedimentos envolvidos neste projeto de pesquisa. Apos
terem suas duvidas esclarecidas, um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
foi assinado e o questionario PARQ foi preenchido, este ultimo com objetivo de
identificar algum problema de saude, principalmente de origem cardiovascular que ja

tenha ocorrido.

5.1.1 Critérios de inclusao e exclusao

Critérios de inclusdo: a) estar na pds-menopausa; b) ser fisicamente
inativa (tempo < 150 minutos de atividade fisica semanal de intensidade moderada
ou < 60 minutos de atividade fisica semanal de intensidade vigorosa nos ultimos trés
meses); c¢) Hipertensao arterial (pressao arterial sistélica entre 140 e 159 mmHg e
pressao arterial diastdlica entre 90 e 99mmHg), segundo as diretrizes da Sociedade
Brasileira de Hipertensdo - grupo de hipertensas; d) apresentar indice de massa
corporal (IMC) < 30 Kg/m?.

Critérios de exclusdo: a) estar sob terapia de reposicdo hormonal; b)
indice glicémico de jejum > 100 mg/dL; c) apresentar problemas renais; d) ser
fumante; e) apresentar qualquer outra condicdo que impedisse a pratica de

exercicios fisicos.
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5.2 Procedimentos

Foram formados dois grupos, sendo um composto por voluntarias NT e
outro por HT. As voluntarias foram classificadas como HT segundo diagndéstico
previamente realizado pelo médico da paciente e de acordo com as VI Diretrizes
Brasileiras de Hipertensao Arterial (2010). Ambos os grupos foram submetidos aos

mesmos procedimentos, seguindo uma ordem previamente determinada (Figura 3).

Antes Treinamento Apos
Fisico Aerobio
N\ ™ 4

4 N
* Antropometria +24 sessfes *Antropometria
(IMC, CA e RCQ) (IMC, CA e RCQ)
*Intensidade:
*Cardiovascular 100% MFEL *Cardiovascular
(PA e FC) (PA eFC)
*Duracéo: 30 a 40
*Aptiddo aerdbia minutos *Coleta sanguinea
(MFEL) (jejum)
*3 x Semana
*Coleta sanguinea *Aptiddo aerodbia
(jejum) (MFEL)
\. J \. J \_ J/

Figura 3. Desenho experimental. IMC: indice de massa corporal; CA: circunferéncia abdominal; RCQ:
relagéo cintura-quadril; PA: pressao arterial; FC: frequéncia cardiaca; MFEL: maxima fase estavel de
lactato.

5.2.1 Parametros antropométricos

O peso corporal foi mensurado através de uma balanga digital (Toledo®
2096 PP), com a voluntaria descalga e vestindo roupas leves. A altura foi mensurada
com o estadidbmetro da propria balanga. Em posse destes dados, o indice de massa
corporal (IMC) foi calculado através da razdo massa corporal pela altura®. A
circunferéncia abdominal (CA) correspondeu a maior medida, normalmente situada
no nivel da cicatriz umbilical. A circunferéncia de cintura (CC) foi medida no ponto
médio entre a ultima costela e a crista iliaca. Ja a circunferéncia de quadril (CQ) foi
medida no ponto de maior circunferéncia da regiao glutea. A relagéo cintura-quadril
(RCQ) foi obtida através da razdo entre CC e CQ. Todas as medidas foram

realizadas com uma fita métrica especifica para esta finalidade.
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5.2.2 Parametros cardiovasculares

Frequéncia cardiaca de repouso (FC) — As voluntarias permaneceram em
repouso total, na posicao sentada durante 20 minutos, utilizando um frequencimetro

da marca Polar (Modelo FT1 TRQ). Ao final do repouso, o valor da FC foi anotado.

Presséao arterial de repouso (PA) — ApOs permanecerem em repouso total,
na posigao sentada durante 20 minutos, foram realizadas trés medidas consecutivas
da pressao arterial no brago esquerdo, com o auxilio de um aparelho de pressao
semiautomatico, devidamente calibrado, da marca Microlife (Modelo BP 3BTOA) que
opera através do método oscilométrico. Em caso de variagdes superiores a 10
mmHg entre as medidas, uma nova medi¢cado era realizada e o valor discrepante

descartado. Considerou-se a média das trés medidas como a PA de repouso.

5.2.3 Determinacao da maxima fase estavel de lactato (MFEL)

Antes de iniciar os testes da MFEL, foram realizadas no maximo quatro
sessdes de familiarizagdo com o ergdmetro (Esteira — Movement® RT 250 PRO)
para que as voluntarias pudessem realiza-los com seguranga. Além disso, a escala

de percepcao subjetiva de esforco (BORG, 1998) foi apresentada (Figura 4).

Escala de percepcéo 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 Esforco maximo

Figura 4. Escala de percepgéo subjetiva de esforgo.

Para identificacdo da MFEL, cada voluntaria foi submetida a no minimo
dois e no maximo cinco testes, em dias nado consecutivos. O protocolo de

determinacao da MFEL foi constituido de cargas constantes (inclinacéo da esteira —
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variagédo de 2 a 11%), velocidade fixa de 5,5 km/h e duragao fixa de 30 minutos, com
coletas sanguineas do I6bulo da orelha realizadas no repouso, no 10° e no 30°
minutos de exercicio (BENEKE, 2003). A caracterizagdo da MFEL corresponde a
intensidade onde o aumento na concentragao de lactato ndo supera 1mmol/L entre o
10° e 30° minutos do teste, ou seja, ha um equilibrio entre a produgéo e remogao do
lactato. As amostras de sangue (25uL) foram coletadas em capilares heparinizados
e em seguida foram armazenas em tubos de 1,5 mL contendo acido tricloroacético
(400 pL).

Lactato — A concentragéo de lactato sanguineo foi determinada através do
método colorimétrico descrito por Engels e Jones (1978). Os tubos contendo 25uL
de sangue e 400 pL de acido tricloroacético foram centrifugados, 50uL do
sobrenadante foram adicionados a 250uL de reativo em uma microplaca. Apos
incubacgéo de 1 hora, a concentragédo do lactato sanguineo foi determinada com um
comprimento de onda de 340nm através de um espectrofotometro. O reativo
utilizado na reagao é composto de 25 mL de estoque de Glicina/EDTA (20,2 g de
glicina + 2,05 de EDTA + gsp de agua 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).
5.2.4 Treinamento Fisico Aerdbio (TFA)

O TFA foi realizado por meio da caminhada, com velocidade fixa de 5,5
Km/h na intensidade de 100% da MFEL (inclinagdo maxima da esteira onde a
concentracdo sanguinea de lactato nao ultrapassou 1 mmol/L entre o 10° e o 30°
minuto de exercicio durante o teste). Foram realizadas 24 sessbes de exercicio, com
frequéncia de trés vezes por semana e com progressao de 30 a 40 minutos de
duracdo (Figura 5). Todas as sessdes foram supervisionadas e realizadas no
Laboratério de Fisiologia Cardiovascular e Atividade Fisica — Departamento de
Educacdo Fisica (UNESP — Rio Claro), com controle de temperatura (=25°C) e
umidade relativa do ar (40-60%). Além disso, em todas as sessbes as voluntarias

utilizaram frequencimetro para monitoramento da frequéncia cardiaca.
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30 35 40
min min min
L ! . J ! Y J

12 a 92 sessdo 10 a 182 sessdo 192 a 242 sessdo

Figura 5. Duragao das sessdes de exercicio aerdbio.

5.2.5 Coleta sanguinea e parametros bioquimicos

Apos jejum noturno de 12 horas, foram realizadas duas coletas
sanguineas (antes e apdés o TFA) da veia antecubital (=15 ml), através de técnica
asséptica com material de puncdo venosa descartavel. Este procedimento foi
realizado por um profissional especializado em um laboratério de analises clinicas
conveniado na cidade de Rio Claro. Cabe ressaltar que, a coleta sanguinea final foi
marcada imediatamente apos 48 horas de intervalo da ultima sessdo de exercicio.
Foram obtidas, apés centrifugacao, aliquotas de soro e plasma utilizadas na analise

dos seguintes marcadores bioquimicos:

Perfil lipidico e glicemia — Amostras de soro foram utilizadas para
determinacao do colesterol total (CT), HDL Colesterol (HDL-C), LDL Colesterol (LDL-
C), VLDL Colesterol (VLDL-C), ftriglicerideos (TG) e glicose. As analises foram

realizadas pelo método enzimatico automatico.

Leptina - Amostras de soro foram utilizadas para determinacdao da
concentracao de leptina através de kits comerciais (SPI Bio, Franga), executados de
acordo com a recomendagao do fabricante. Este ensaio € baseado na técnica de
duplo anticorpo. As amostras e os padroes foram adicionados a uma placa contento
um anticorpo especifico para a leptina, sendo que qualquer leptina presente nas
amostras liga-se ao anticorpo. Em seguida, um conjugado de anticorpos poli clonais
€ adicionado ao ensaio. Isso permite a ligacdo dos dois anticorpos a diferentes
partes da molécula de leptina humana. Apés um periodo de incubacao, a placa é
lavada e a concentragao da leptina é feita através da adicdo da solugao de perdxido
de hidrogénio/TMB. A reacao € interrompida por meio de uma solugcao de acido
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sulfurico. A leitura das amostras foi realizada por meio de um espectrofotobmetro e
comprimento de onda de 450 nm, sendo que, a intensidade da cor é proporcional a

quantidade de leptina presente nas amostras.

Cortisol — Amostras de soro foram utilizadas para a determinacao da
concentracdo de cortisol através do método de quimioluminescéncia (ADVIA
Centaur®). Este € 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.

Horménio Foliculo-Estimulante (FSH) - Amostras de soro foram
utilizadas para determinagcdo da concentracdo de FSH através de kits comerciais
(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA), executados de acordo com a
recomendagao do fabricante. Este ensaio é baseado na técnica de duplo anticorpo.
As amostras, padroes, anticorpos de detecc¢ao primarios e secundarios (Anti-FSH-
HRP + Anti-FSH Conjugado) foram adicionados a uma microplaca revestida com
estreptavidina. A partir da interacdo entre os anticorpos e o FSH presente nas
amostras, um complexo € formado e imobilizado na microplaca. Depois de seguidas
lavagens, foi adicionada a solugdo TMB (tetrametilbenzidina) para quantificagao do
horménio. Apdés o periodo de incubacado pré-determinado pelo fabricante, foi
adicionada uma solugao para interrupcao da reacao, resultando em um produto de
coloragdo amarela. A quantificacdo foi realizada através do método

espectrofotométrico e um comprimento de onda de 450nm.

Interleucina-1 beta (IL-1B) - A concentragdo plasmatica de IL-1p foi
determinada pelo método ELISA com auxilio de kits comerciais de alta sensiblidade
(R&D Systems, Mineapolis-MN, USA), executados de acordo com a recomendagao
do fabricante. As amostras foram adicionadas a placa contendo um anticorpo
especifico a IL-1p. Apdés um periodo de incubagédo e lavagem, foi adicionado um
anticorpo secundario para sua detecgéo. Posteriormente, sucessivas lavagens foram
realizadas e a solugdo substrato foi adicionada a placa. Em seguida a solugao
amplificadora foi incorporada a reacdo, modificando sua coloracao
proporcionalmente a quantidade presente de IL-1B. A quantificagdo foi determinada

com um comprimento de onde de 490nm por meio de um espectrofotdmetro.
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Nitrito/Nitrato (NOx’) — Amostras de plasma foram utilizadas para
determinacdo da concentracdo plasmatica de nitrito (NOy')/nitrato (NO3’), os quais
sdo produtos terminais da oxidagdo do NO, através de kits comerciais (Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI, USA) executados de acordo com o fabricante. Inicialmente,
0 ensaio se da pela conversdo das concentragdes 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 coloracdo roxa, este ultimo € quantificado através do

comprimento de onda de 540-550 nm com auxilio de um espectrofotdbmetro.

Monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) — Amostras de plasma foram
utilizadas para determinacdo dos niveis de GMPc, através de kits comerciais (R&D
Systems, Mineapolis-MN, USA) executados de acordo com a recomendagdo do
fabricante. Este ensaio é baseado na técnica de ligacado competitiva. Durante a
incubagao, o anticorpo policlonal liga-se a outro anticorpo presente na microplaca.
Apos sucessivas lavagens, adiciona-se a solugdo substrato para determinar a
atividade enzimatica. Em seguida, a solugdo é interrompida e a leitura da placa é
realizada em comprimento de onda de 450 nm, sendo que a intensidade da cor &

inversamente proporcional a concentragdo de GMPc presente na amostra.

Dimetil L-arginina assimétrica (ADMA) — Amostras de plasma foram
utilizadas para determinacado da concentracdo de ADMA, através do método ELISA
com o auxilio de kits comerciais (Immunodiagnostik — Germany), executados de
acordo com a recomendacao do fabricante. As amostras foram preparadas com um
reagente que possibilita a ligagdo com ADMA. Em seguida, foi adicionado um
anticorpo de ADMA em uma microplaca revestida por um marcador especifico. Apos
incubagédo, o ADMA compete com os marcadores, ligando-se ao anticorpo policlonal.
A ligacdo dos marcadores com anticorpo € inversamente proporcional a
concentracdo de ADMA presente nas amostras. Apos segunda incubacido, o
anticorpo conjugado peroxidase foi adicionado a placa para detectar os anticorpos
anti-ADMA. Posteriormente a lavagem, o substrato tetratilbenzidina (TMB) é
adicionado. A intensidade da coloracao € inversamente proporcional a concentragao
de ADMA, ou seja, a maior concentragdo de ADMA nas amostras reduzem as
concentragcdes de anticorpos ligados ao marcador e diminui o sinal fotdbmetro. A

quantificacdo de ADMA foi determinada com um comprimento de onda de 450nm.
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Superéxido Dismutase (SOD) — Amostras de plasma foram utilizadas
para determinacdo da atividade da enzima antioxidante SOD com auxilio de kits
comerciais (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) executados de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Este ensaio utiliza o sal tetrazélio para deteccédo do
anion superoxido gerado pela acdo catalisadora da xantina oxidase sobre a
hipoxantina. Uma unidade (U) de SOD é definida como a quantidade de enzima
necessaria para exibir 50% de dismutacéo 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 enzima antioxidante catalase com auxilio de kits
comerciais (Cayman Chemical, Ann Arbor, MIl, USA) executados de acordo com o
fabricante. Este ensaio é baseado na reacdo desta enzima com o metanol na
presenca de uma concentragdo otima de péroxido de hidrogénio (H20,). O
formaldeido produzido é mensurado colorimetricamente com Purpald como o
composto cromogénico. O Purpald forma especificamente um composto biciclico
hetorociclico com os aldeidos, que em estado de oxidagdo muda sua coloragao para
roxa. A quantificacdo da atividade da enzima catalase foi realizada através do

método espectrofotométrico utilizando um comprimento de onda de 540 nm.

Malondialdeido (MDA) - Amostras de soro foram utilizadas para a
determinacdo da peroxidagao lipidica, através do composto malondialdeido (MDA).
O ensaio do MDA (Kit Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml, USA) ocorre pela reagao do
acido tiobarbiturico 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.
5.2.6 Analise estatistica

Os resultados estdo expressos como média e erro padrdao da média,
sendo que a normalidade dos dados foi testada através do teste de Shapiro-Wilk.
Em seguida, foram aplicados os seguintes testes estatisticos: 1) teste t de Student
pareado: comparagao dos momentos pré e pos treinamento dentro de cada grupo;
2) teste t de Student ndo pareado: comparagao entre os grupos para cada um dos

momentos do estudo; 3) a analise de correlacao foi realizada através do teste de
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Pearson. O nivel de significancia de p<0,05 foi aceito como diferente

estatisticamente. Para estas analises foi utilizado o software GraphPad Prism 5.
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6 RESULTADOS

Inicialmente, 75 voluntarias demonstraram interesse em participar da
pesquisa e compareceram ao laboratério para o cadastro inicial. Deste total, 19
foram excluidas por ndo atenderem aos critérios de inclusdo requeridos. Portanto,
56 mulheres assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e iniciaram o
protocolo. No entanto, no decorrer do estudo 19 participantes desistiram por motivos
pessoais ou foram excluidas por ndo cumprirem todas as etapas exigidas. Deste
modo, os dados apresentados neste estudo sao referentes ao numero final de 37

voluntarias, 19 normotensas e 18 hipertensas (Figura 6).

75 voluntarias
cadastradas

19 excluidas por nao
l e | atenderem aos  Critérios
de inclusao

56 iniciaram o
protocolo
J' 19 desistiram ou nao

e completaram todas as
etapas do protocolo

37 finalizaram o
protocolo

=) (=)

Figura 6. Selecao das voluntarias.

Caracteristicas gerais

Nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos NT e HT
para as variaveis idade e tempo pds-menopausa. As concentragcdes hormonais de
FSH também nao apresentaram diferencas significativas entre si (Tabela 1). Assim,
a populacdo estudada apresenta homogeneidade em suas caracteristicas para

melhor analise dos objetivos propostos.
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Tabela 1. Caracteristicas gerais

NT (n=19) HT (n=18)
Idade (anos) 55,0+1,0 58,3+1,2
Tempo pés-menopausa (anos) 841,22 10,3+ 2,1
FSH (mlU/mL)* 34,755 41074

*FSH = Horménio Foliculo-Estimulante: voluntarias avaliadas NT (n=13) e HT (n=11).

Medicamentos

Do total de voluntarias, apenas 16,2% nao faziam uso de nenhum tipo de
medicamento, todas do grupo NT. Os farmacos utilizados para tratamento das
dislipidemias apresentaram uma frequéncia de 16,7% no grupo NT e 50% no HT.
Todas as voluntarias hipertensas eram medicadas, sendo que, aproximadamente
39% estavam sob monoterapia e 61% politerapia (Tabela 2). A descri¢ao detalhada
das caracteristicas da monoterapia e politerapia esta representada na Figura 7

painéis A e B, respectivamente.

Tabela 2. Medicamentos

NT (n=19) HT (n=18)
Estatinas 3 9
Tireoide 1 1
Ansioliticos 1 1
Nenhum 6 -
Anti-hipertensivos
Monoterapia 7
Politerapia 11

* Antagonista do
receptor AT1 ou

Inibidor da ECA
* Diurético

{8 Bloqueador

= AT1/ECA + Diu/B
Blog/Ca+2

Diu/g Blog/Ca+2

Figura 7. Caracteristicas da terapia anti-hipertensiva. A. Monoterapia; B. Politerapia.
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Aptidao aerdbia

Durante a realizagao dos testes correspondentes a MFEL observou-se um
aumento significativo na concentracdo de lactato no 10° e 30° minutos em
comparagao ao repouso, em ambos os grupos. O mesmo aconteceu para frequéncia
cardiaca e percepcao subjetiva de esforgco (Escala de Borg). Claramente, tais
resultados sao esperados em razao da progressao no exercicio.

Ndo foram encontradas diferengas significativas na concentragao
sanguinea de lactato, frequéncia cardiaca, percepcdo subjetiva de esforgo e
intensidade (% inclinagédo da esteira) entre os grupos NT e HT durante a sessédo de
exercicio que correspondeu a MFEL. Estes dados demonstram que os grupos
treinaram em intensidades similares.

Ao analisar a intensidade correspondente a MFEL, foi constatado um
aumento significativo apés o programa de treinamento fisico, em ambos os grupos
(NT: +38,4%; HT: +32,7%), demonstrando assim a efetividade do protocolo
empregado. Contudo, a melhora na aptidao aerdébia foi significativamente maior no

grupo NT. Todos estes dados estdo apresentados na Tabela 3 e Figura 8 e 9.

Tabela 3. Valores frequéncia cardiaca e percepg¢ao subjetiva de esfor¢co (Borg)
durante a sessdo de exercicio correspondente a MFEL em voluntarias normotensas

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

MFEL Pré MFEL Pés
NT (n=19) Repouso 10 30 Repouso 10 30°
FC (bpm) - 149,3+3,0 1552+27° - 150,3+2,3 156,9+24°
Borg - 12,2+0,3 15,2 + 0,4° - 13,1+0,3 15,7 +0,3°
HT (n=18) Repouso 10° 30’ Repouso 10° 30’
FC (bpm)' - 1451 +5,0 151,8 +4,7° - 146,6 + 4,4 150,8 +£5,1°
Borg - 12,8 £ 0,3 15,3+ 0,3° - 13,6 +0,4 16,1+ 0,3°

MFEL = Maxima fase estavel de lactato; FC = Frequéncia cardiaca. a = p<0,05 em relagao ao 10°
min; T =Foram excluidas desta analise 7 voluntarias que faziam uso de B-bloqueadores.
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Figura 8. Concentragbes sanguineas de lactato nas sessdes de exercicio correspondentes a MFEL
antes e apos o treinamento fisico aerdbio. A. antes; B. apés. * p<0,05 em relagao ao repouso.

11 -
A=+384% A=+32,7%
10 r l

——NT
—a—HT

Intensidade da MFEL
(% inclinagao)

Pré Pds
Figura 9. Efeito do protocolo de treinamento fisico sobre a aptiddo aerdébia em voluntérias

normotensas (NT) e hipertensas (HT) apds a menopausa. * p<0,05 em relagdo ao momento pré.

Antropometria

Ambos os grupos apresentavam classificagdo de sobrepeso e somente o
grupo HT apresentou redugédo no IMC (-1,5%) em resposta ao TFA. Em relagdo a
circunferéncia abdominal, ndo foram observadas alteracdes significativas frente ao
treinamento fisico empregado em ambos os grupos. O mesmo aconteceu para

relacao cintura-quadril (RCQ), como demonstrado na Tabela 4 e Figura 10.
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Tabela 4. Efeito do treinamento fisico aerdbio sobre os parametros antropomeétricos

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

NT (n=19) HT (n=18)
Pré Pés Pré Pés
IMC (Kg/mz) 259+0,5 258+0,6 27,3+0,5 26,9 + 0,5
CA (cm) 940+1,8 93,3+1,9 944 +1,6 934+15
RCQ 0,82 + 0,01 0,81+ 0,01 0,83+ 0,01 0,82 + 0,01

IMC = Indice de massa corporal; CA = Circunferéncia abdominal; RCQ = Relacdo cintura-quadril.
*p<0,05 em relagdo ao momento pré.
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Figura 10. Efeito do treinamento fisico aerdbio sobre os parametros antropométricos em voluntérias
normotensas (NT) e hipertensas (HT) ap6s a menopausa. A. IMC = indice de massa corporal; B. CA
= Circunferéncia abdominal; C. RCQ = Relagao cintura-quadril. *p<0,05 em relagdo ao momento pré.
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Perfil lipidico e glicemia

O TFA néao alterou as concentragdes séricas de CT, LDL-C, HDL-C,
VLDL-C e TG, bem como ndo foram observadas modifica¢gées no indice glicémico de
jejum tanto nas voluntarias normotensas quanto hipertensas. Observa-se que os
valores de triglicérides estdo na faixa de normalidade, bem como as particulas de
colesterol (LDL e HDL), segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (2013). Os

dados estédo apresentados na Tabela 5.

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

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

NT (n=19) HT (n=18)
Pré Pés Pré Pés
CT (mg/dL) 205,774 196,9 £ 6,2 1954+ 6,4 194,1+£5,5
LDL-C (mg/dL) 135374 127,7 £6,1 124,7+6,4 124,2+5,0
HDL-C (mg/dL) 455+ 25 47,0£1,9 469 %17 49,115

VLDL-C (mg/dL) 23,528 22114 23,819 206 +1,5
TG (mg/dL) 122,2 + 14,1 110,6 +7,2 113,8 +10,2 103,1+7,8

Glicemia (mg/dL) 87,4+20 88,2+2,2 87,2+272 90,3 2,1

CT = colesterol Total; LDL-C = lipoproteina de baixa densidade; HDL-C = lipoproteina de alta
densidade; VLDL-C = lipoproteina de muito baixa densidade; TG = triglicerideos.

Cardiovascular

Quando analisamos os parametros cardiovasculares, foram observadas
reducgdes significativas tanto para PAS (- 3,8%) quanto para PAD (- 5,9%) no grupo
HT apds o programa de treinamento fisico. Esse efeito foi acompanhado por uma
reducao significativa da FC de repouso (-3,9%). Nenhuma alteragéo foi constatada
nestas variaveis no grupo NT em resposta ao TFA. Estes dados estdo apresentados
na Tabela 6 e ilustrados na Figura 11.
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Tabela 6. Efeito do treinamento fisico aerdbio sobre a pressao arterial e frequéncia

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

menopausa.
NT (n=19) HT (n=18)
Pré Pos Pré Poés
PAS (mmHg) 113,7+ 2,6 111,8 + 3,0 118,5+2,8 114,1+ 3,0*
PAD (mmHg) 68,8+ 1,7 68,2+ 1,6 73,3+ 2,4 69,0 + 2,6
FC (bpm) 71,0+22 68,1 +2,2 67,3+27 64,7 + 2,2

PAS = pressao arterial sistolica; PAD = pressao arterial diastélica; FC = frequéncia cardiaca. *p<0,05
em relagao ao momento pré.
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Via NO/GMPc, ADMA e estado redox

Foram analisados marcadores que compdem a via do NO, através da
concentragéo plasmatica de NO, e GMPc. Assim, ndo foram encontradas diferengas
significativas na concentragdo basal destes marcadores entre os grupos. Em
contrapartida, o TFA foi eficaz em aumentar significativamente as concentracdes de
NOy (+37,7%) e GMPc (30,8%) no grupo HT. Ja em relacdo as normotensas,
embora nenhuma alteragdo tenha ocorrido no NOy, o treinamento fisico aumentou
significativamente a concentragdo de GMPc (+29,1%). Interessantemente, somente
as voluntarias normotensas apresentaram reducao significativa nas concentracbes
plasmaticas de ADMA (-6%) ap0s as 24 sessdes de exercicio aerdbio.

Em relagdo ao estado redox, foram analisadas as atividades das enzimas
antioxidantes SOD e CAT. Primeiramente, ndo foram observadas diferengas
significativas na atividade basal destas enzimas. Ja em relacdo ao TFA, foi
observado aumento significativo na atividade da SOD (NT: 47,6%; HT: 83,6%) em
ambos 0s grupos, porém, a magnitude de aumento foi significativamente maior no
grupo HT. Nao foram observadas altera¢des na atividade da catalase em ambos os
grupos em resposta ao TFA. A concentragdo de MDA, produto final da peroxidagao
lipidica, foi quantificada para caracterizagdo do status oxidativo. Nesse sentido, o
grupo HT apresentou valores basais significativamente superiores (+16%) em
relacdo ao grupo NT. Por outro lado, nenhuma alteracéo foi observada apés as 24
sessdes de exercicio aerdbio em ambos os grupos. Os dados estdao apresentados

na Tabela 7 e Figura 12.
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Tabela 7. Efeito do treinamento fisico aerébio sobre os marcadores da via do NO e

estado redox em voluntarias normotensas (NT) e hipertensas (HT) apds a

menopausa.
NT (n=19) HT (n=18)
Pré Poés Pré Poés

NO, (uM) 30,7+ 3,9 253+2,2 25,7+ 3,2 35,4+ 4,9*
GMPc (pmol/mL) 51+ 0,6 6,2 +0,5* 4,8+ 0,4 6,2+ 0,6*
ADMA (umol/L) 0,50 + 0,01 0,47 £0,01* 0,49 £ 0,01 0,47+ 0,01
SOD (U/mL) 149+1,5 22,0 +1,6% 14,7+1,8 27,0 £ 2,2*
Catalase (nmol/min/mL) 33,5+4,6 39,0+ 5,1 32,6 +4,3 37,825
MDA (uM) 15,5+ 0,6 16,2+ 1,2 18,0 + 0,9" 18,2+ 1,6

NO, = nitrito/nitrato; GMPc = monofosfato ciclico de guanosina; ADMA = dimetilarginina assimétrica;
SOD = superoxido dismutase; CAT = catalase; MDA = malondialdeido. *p<0,05 em relacdo ao
momento pré; # p<0,05 em relagdo ao momento pré NT.
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estado redox em voluntarias normotensas (NT) e hipertensas (HT) apés a menopausa. A. NOx- =
Nitrito/Nitrato; B. GMPc = Monofosfato ciclico de guanosina; C. ADMA = Dimetilarginina assimétrica;
D. SOD = Superéxido dismutase; E. Catalase; F. MDA = malondialdeido. *p<0,05 em relagdo ao
momento pré; # p<0,05 em relacdo ao momento pré NT.
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Biomarcadores cardio-inflamatorios

Nao foram encontradas diferencas significativas entre os grupos nas
concentracdes basais de leptina, cortisol e IL-13. De maneira semelhante, o TFA
aplicado néo foi capaz de provocar alteragdes nestas variaveis em ambos 0s grupos
(Tabela 8 e Figura 13).

Tabela 8. Efeito do treinamento fisico aerébio sobre os biomarcadores enddcrino-
inflamatorios em voluntarias normotensas (NT) e hipertensas (HT) apds a

menopausa.

NT (n=19) HT (n=18)

Pré Pés Pré Pés
Cortisol (nmol/L) 4995+346 5171+329 473,9+28,8 503,7 +30,3
Leptina (ng/mL) 192+24 21,2+28 236+24 23,7+2,8

IL-1B (pg/mL) 0,43+0,13 0,30 + 0,06 0,31 +0,05 0,38 £ 0,09
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Figura 13. Efeito do treinamento fisico aerdbio sobre os biomarcadores enddcrino-inflamatorios em
voluntarias normotensas (NT) e hipertensas (HT) apdés a menopausa. A. Cortisol; B. Leptina; C.

Interleucina-1
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Foram realizadas analises de correlagdo com algumas das variaveis

presentes

neste estudo.

De maneira

interessante,

somente foi encontrada

correlagao positiva entre os valores de PAS e de cortisol somente no grupo HT, no

momento pré-treinamento (Figura 14 — Painel C).
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IMC: Indice de massa corporal; CA: Circunferéncia abdominal, RCQ: Relacdo cintura-quadril; PAS:
Pressao arterial sistolica; PAD: pressao arterial diastdlica; FC: frequéncia cardiaca; CT: colesterol
total; LDL-C: lipoproteina de baixa densidade; HDL-C: lipoproteina de alta densidade; VLDL-C:
lipoproteina de muito baixa densidade; NO,: nitrito/nitrato; GMPc: monofosfato ciclico de guanosina;
ADMA: dimetilarginina assimétrica; SOD: superdxido dismutase; MDA: malondialdeido; IL-1p:
Interleucina 1 beta. - :sem altera¢des; 4: aumento; {: reducdo.
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7 DISCUSSAO

Analisando as caracteristicas gerais das voluntarias, nossos dados
comprovam a caracterizagdo do periodo pds-menopausa em ambos 0s grupos, uma
vez que os niveis de FSH estdo de acordo com os descritos na literatura (BURGER,
1999). Além disso, a similaridade nas variaveis idade e tempo pds-menopausa

excluem da analise a interferéncia de fatores importantes para esta populagao.
Antropometria e perfil lipidico

Sabe-se que o0 exercicio fisico € uma das principais estratégias
recomendadas para prevengao do ganho de peso corporal e promogao da perda de
peso (SWIFT et al, 2014). Nossos resultados demonstram que o TFA promoveu
modesta reducao no IMC nas voluntarias hipertensas, mantendo-se a classificagao
de sobrepeso. Evidéncias mostram que aliar a restricdo caldrica ao protocolo de
treinamento fisico potencializa a perda de peso. E que, sem a dieta, os protocolos
com maior volume s&o mais eficazes no controle de peso corporal (DONELLY et al,
2009). De fato, trabalho recém-publicado com mulheres na pds-menopausa,
encontrou maior reducao do peso corporal quando associou dieta e exercicio fisico
(ABBENHARDT et al, 2013). Entretanto, é importante destacar que o exercicio fisico
se mostrou eficiente na manutencdo do peso corporal em mulheres na poés-
menopausa, fato comprovado em nosso protocolo, considerando a alta
predisposicdo em ganhar peso nesta fase da vida, principalmente com maior
distribuicdo na regido abdominal. Além disso, 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, LENGERK, 2012).
Assim, como esperado o treinamento fisico sozinho ndo promoveu mudancas
expressivas na antropometria, mas auxiliou em sua manutencdo, o que ¢é
extremamente relevante em nosso trabalho, pois nos permite avaliar a influéncia do
treinamento sobre os biomarcadores endécrino-metabdlicos sem a interferéncia do
fator peso e possiveis mudancas nos mediadores liberados pelo tecido adiposo.

Em relagdo ao perfil lipidico e glicemia o treinamento fisico empregado
em nosso estudo ndo modificou esses parametros. Esses achados sao similares a
alguns estudos realizados com mulheres na pds-menopausa e intensidade

moderada, porém com protocolos de treinamento mais longos (ARSENAULT et al,
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2009) ou com diferentes cargas de exercicio fisico (CHURCH et al, 2007). Além
disso, trabalhos mostram que as alteragbes de perfil lipidico e/ou glicemia em
resposta ao treinamento fisico sdo mais evidentes quando esses parametros estao
elevados como nas dislipidemias e no diabetes mellitus (KADOGLOU et al., 2007;
MANN, BEEDIE, JIMENEZ, 2014).

Pressao arterial, via NO/GMPc e ADMA

Esta bem estabelecido que a pratica de exercicios fisicos apresenta-se
como uma estratégia eficaz na redugdo da pressdo arterial em individuos
normotensos e hipertensos (CORNELISSEN E FAGARD, 2005; FAGARD E
CORNELISSEN, 2007; CORNELISSEN, SMART, 2013). Contudo, estas respostas
mostram-se mais pronunciadas nos individuos hipertensos, tanto para pressao
sistélica (A= -6,9mmHg) como para a diastdlica (A= -4,9mmHg). Este efeito benéfico
do exercicio fisico sobre a pressao arterial tem sido atribuido a inumeros fatores que
controlam a pressado arterial, dentre eles podemos destacar: a redugdo da
resisténcia vascular periférica (FAGARD E CORNELISSEN, 2007). A partir da
descoberta do NO, diversos estudos foram conduzidos avaliando-se a influéncia do
exercicio fisico sobre sua producgao e relacdo com os beneficios desencadeados por
essa pratica no sistema cardiovascular. Assim, ficou evidenciado que o exercicio
fisico € um estimulo potente para melhorar a via de sinalizacdo NO/GMPc,
favorecendo o controle do tbnus vascular (ZANESCO E ANTUNES, 2007;
ZANESCO E ZAROS, 2009; ZAROS et al.,, 2009; SPONTON et al., 2010). Em
acordo com estes achados, nossos resultados demonstram claramente que a
reducao da pressao arterial (A PAS= - 4,4 mmHG; A PAD= - 4,3 mmHg) em resposta
ao TFA, observada somente no grupo HT, esteve associada ao aumento nos niveis
plasmaticos de nitrito/nitrato (+37,7%) e GMPc (+30,8%). De fato, estudos prévios
mostram maior ativagdo da via NO/GMPc em resposta ao treinamento fisico tanto
em mulheres pds menopausa hipertensas (ZAROS et al., 2009) quanto em
normotensas (MAEDA et al., 2004). Por outro lado, alguns pesquisadores nao
detectaram alteragdes nos niveis de NO, apds treinamento fisico (BRINKLEY et al.,
2009; ESPOSTI et al., 2011). As razdes para essa discrepancia pode 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

presenga de polimorfismo para o gene da eNOS e n&o pela presenga de niveis
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elevados de pressédo arterial (ESPOSTI et al.,, 2011). Assim, dependendo da
populacdo estudada os biomarcadores podem ser mais sensiveis aos efeitos
benéficos do treinamento fisico do que outros. De fato, podemos claramente afirmar
que os efeitos benéficos do exercicio fisico sobre a pressao arterial em mulheres
hipertensas esta relacionado a maior ativacdo da via NO/GMPc com expressiva
elevagdo na atividade da enzima antioxidante SOD (+86,7%) indicando maior
biodisponibilidade do NO. No entanto, cabe destacar também que a reducgédo da FC
de repouso (-3,9%) apresentada por este grupo pode ter contribuido para tal
resposta, uma vez que, ja esta bem estabelecido na literatura que o treinamento
fisico € eficaz em melhorar o balanco autonémico, favorecendo o controle da
pressao arterial em modelos experimentais e em mulheres apés a menopausa
(JURCA et al., 2004; TEZINI et al., 2009; SOUZA E TEZINI, 2013).

Como esperado, o treinamento fisico ndo promoveu alteragdes na
pressao arterial de mulheres normotensas. Interessantemente, observamos aumento
nos niveis de GMPc (22%) e redugdao na concentragcdo de ADMA (6%), sem
qualquer alteracao nos niveis de NOx'. Esses achados mostram claramente que os
efeitos benéficos do exercicio fisico podem ser detectados pelos biomarcadores
relacionados a via de sinalizagdo do GMPc/ADMA, mas que néo se refletem em
alteragcdes da pressdo arterial em mulheres normotensas. Alguns estudos
epidemiologicos tem mostrado sistematicamente a importdncia da pratica do
exercicio fisico na preveng¢ao das doencgas cardio-metabdlicas (FERNANDES et al.,
2011; THIJSSEN et al., 2010; GREEN et al., 2014). No entanto, estudos avaliando
as vias de sinalizagao pelas quais esses efeitos benéficos sao atingidos em resposta
ao exercicio fisico em seres humanos sao escassos (DE MEIRELES et al., 2009) e
nenhum estudo existe avaliando mulheres apds a menopausa. Assim, o treinamento
fisico aerdébio no volume empregado em nosso estudo promove significantes efeitos
benéficos em mulheres normotensas, com maior formagcdo de GMPc, menores
niveis de ADMA e maior atividade da SOD, que possivelmente pode se refletir
posteriormente na prevencédo do aparecimento de doengas cardiovasculares nessa
populagdo. A auséncia de alteracbes no biomarcador NOx™ ndo é claro para nos
nesse momento. Alguns autores encontraram correlagado positiva somente entre os
niveis de GMPc e nitrito e sugerem ser esses 0os melhores marcadores que refletem
a producédo de NO, ao invés do nitrato (METZER, SERTORIO, TANUS-SANTOS,

2006). Entretanto, em nosso método ndo foi possivel analisar estes metabdlitos
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(nitrito e nitrato) separadamente. Além disso, outros mediadores, como o peptideo
natriurético, podem aumentar os niveis de GMPc assim como o NO (HIRATA et al,
1987). Sendo estas algumas das possiveis hipoteses para este resultado.

Outro ponto interessante em nosso trabalho refere-se aos niveis de
ADMA. Apenas dois trabalhos existem avaliando esse biomarcador em mulheres
apo6s a menopausa, sendo os autores do mesmo grupo. Eles observaram redugao
dos niveis de ADMA apés 12 semanas de treinamento fisico, a qual se correlacionou
com o0 aumento da complacéncia da cardtida em mulheres hipertensas apds a
menopausa (TANAHASHI et al, 2014a). Enquanto que em outro trabalho, eles
evidenciaram associagdo negativa entre a concentragdo plasmatica de ADMA e a
aptidao aerdbia, sugerindo que a pratica regular de exercicios fisicos pode ser uma
estratégia eficaz na diminuicdo da concentracdo de ADMA (TANAHASHI et al,
2014b). Cabe ressaltar que esses autores nao avaliaram as concentragdes de NOx
e nem de GMPc nessa populacdo, o que acarreta sérias limitacbes no entendimento
da via de sinalizacao pelo qual o exercicio fisico promove efeitos benéficos sobre o
sistema cardiovascular. Assim, seria interessante investigar futuramente as razdes
pelas quais as mulheres hipertensas treinadas ndo sao responsivas as alteracdes

dos niveis de ADMA, enquanto aquelas do grupo normotenso sao.
Pressao arterial e estado redox

A reducao da biodisponibilidade de NO é um dos fatores mais importantes
envolvidos na disfuncdo endotelial, condicdo peculiar das DCV e desencadeada pelo
aumento do estresse oxidativo (PARAVACINI E TOUYZ, 2006; VAN
CRAENENBROECK et al, 2014). Em nosso estudo, a concentracdo de MDA,
produto final da peroxidagao lipidica, foi mensurada para avaliar o status oxidativo.
Nossos resultados mostram que o grupo HT apresenta valores basais
significativamente superiores (16%) aos encontrados no grupo NT. De forma similar,
Armas-Padilha et al (2007) haviam encontrado resultado semelhante na comparagao
entre adultos normotensos e hipertensos de ambos os sexos. Por outro lado, o
treinamento fisico ndo foi capaz de promover qualquer alteracdo na concentracio de
MDA, apesar da reducdo de pressao arterial nas voluntarias hipertensas. Diante
desses resultados €& possivel excluir o papel do MDA nos efeitos benéficos do
exercicio fisico sobre os valores de pressao arterial. No entanto, os elevados niveis

desse biomarcador nas voluntarias hipertensas indicam uma possivel associacao
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entre estresse oxidativo e a génese da hipertensdo arterial em mulheres apds a
menopausa. Nesse contexto, diversos trabalhos tem mostrado associagao positiva
entre niveis de MDA e espessura da parede vascular de carotida (SIGNORELLI et
al., 2001) bem como associacdo entre pré-eclampsia e MDA (PATIL,
KODLIWADMATH, KODLIWADMATH, 2007; UOTILA et al., 1993). Passamos assim
a analisar as concentracbes plasmaticas de dois biomarcadores pro-inflamatorios,
leptina e IL-1p.

Com relagéo a leptina, alguns autores relataram concentragbes elevadas
de leptina em sujeitos hipertensos, contudo, apds ajustes no IMC, esta significancia
€ perdida (SUTER et al.,, 1998). Além disso, dois estudos observaram esta
associagao somente em homens (CANATAN et al., 1997; SHEU, LEE, CHEN, 1999).
Portanto, tanto o género quanto o grau de obesidade parecem influenciar
diretamente a relacdo existente entre leptina e pressao arterial. Sabe-se que a
leptina € um importante ativador do sistema simpatico e que concentracdes elevadas
em individuos obesos tem sido associadas a maior prevaléncia de hipertensao
nessa populagcédo (HALL et al., 2010). No entanto, o papel da leptina na génese e/ou
desenvolvimento da hipertensédo arterial em mulheres apds a menopausa ainda é
controverso. Alguns estudos relatam aumento, nenhuma alteracdo ou até mesmo
uma diminuicdo da leptina nesta faixa etaria (HADJI et al., 2000; HAFFNER et al.,
2000; KHOKHAR, SIDHU, KAUR, 2010). Além disso, recente meta-analise, concluiu
que a concentracdo de leptina em mulheres na pds-menopausa associa-se
positivamente com o IMC (ZHOU et al., 2013). Nossos achados mostram claramente
que os efeitos benéficos do exercicio fisico ndo estdo relacionados a concentragcao
de leptina e nem a presenca de hipertensao arterial nas voluntarias, pois nao existe
associagao entre MDA e leptina, excluindo assim a participagdo dessa adipocina no
controle da pressao arterial nessa populacdao. Além disso, a concentragao basal de
leptina nao foi diferente entre as voluntarias normotensas e hipertensas.

Por outro lado, alguns trabalhos tém mostrado que a associagdo da
restricdo caldrica a qualquer tipo de protocolo de treinamento fisico, seja ele aerdbio
ou resistido, reduz os niveis de leptina (GIANNOPOULOU et al., 2005; REED, DE
SOUZA, WILLIAMS, 2010; BEAVERS et al., 2013; LORIA-COHEN et al., 2013).
Ainda nesse sentido, foi demonstrado que o treinamento fisico sem perda de peso
nao reduz certos marcadores inflamatérios como a leptina, PCR e IL-6 em mulheres

eutroficas ou obesas (DEVRIES et al., 2008). Portanto, interven¢des que promovem
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maior perda de peso, sobretudo em individuos obesos, parecem ser mais efetivas na
reducdo da concentracdo de leptina e assim interferir no positivamente no controle
da pressao arterial.

Poucos estudos avaliaram especificamente o biomarcador IL-18 em
mulheres na pés-menopausa. Evidéncias apontam para um efeito negativo da
menopausa sobre esta interleucina pro-inflamatéria (PACIFICI et al., 1991; PACIFICI
et al.,, 1993; CIOFFI et al., 2002). Nossos resultados evidenciam que as
concentragdes plasmatica da IL-1p foram similares entre as voluntarias normotensas
e hipertensas, com valores variando de 0,30 a 0,43 pg/mL. De fato, Zhao et al (2004)
evidenciaram que a secreg¢ao de IL-1B pelas células mononucleares isoladas de
pacientes NT e HT nao difere entre si. Assim, os niveis elevados de MDA
encontrados nas voluntarias hipertensas nao se relacionam a esse biomarcador pro-
inflamatorio. Além disso, o programa de treinamento fisico n&o acarretou qualquer
alteracdo nessa interleucina, excluindo possivelmente sua contribuicdo nos efeitos
benéficos do treinamento fisico sobre o sistema cardiovascular, especialmente no
controle da presséao arterial. Confirmando nossos achados, trabalho prévio verificou
que as mulheres na pos-menopausa tardia (tempo pos-menopausa > 5 anos)
apresentam valores semelhantes deste marcador ao periodo pré-menopausa, com
valores préximo de 0,40 pg/mL (YASUI et al., 2007), bem como outro trabalho ao
analisar mulheres na pds-menopausa e com sobrepeso, ndo observou redugédo na
concentracdo de IL-1B em resposta a 13 semanas de exercicio aerdbio em
intensidade moderada (IZZICUPO et al., 2013). Stewart et al (2007), apdés 12
semanas de treinamento concorrente, analisaram as concentragdes de IL-1B em
quatro grupos: jovens fisicamente inativos, jovens fisicamente ativos, idosos
fisicamente inativos e idosos fisicamente ativos, de ambos os sexos. Tais autores
também ndo observaram alteracbes em resposta ao treinamento fisico e,
interessantemente, nenhuma diferenca foi observada na concentragdo basal de IL-
18 entre os grupos.

O exercicio fisico apresenta-se como um potente estimulo na ativagao de
vias oxidantes, levando ao aumento na producdo de EROS. Entretanto, este
aumento temporario do estresse oxidativo parece ser o gatilho necessario para
geracao de adaptagdes positivas e protetoras decorrentes da pratica regular de
exercicios fisicos (POWERS, NELSON, HUDSON, 2011; DE MORAES et al, 2008;
CLAUDINO et al, 2010; POLIDORI et al, 2000). Assim, nossos resultados
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demonstram que as 24 sessdes de exercicio aerobio foram eficazes em aumentar a
atividade plasmatica da SOD em ambos os grupos, entretanto a magnitude de
aumento foi significativamente maior no grupo HT. De fato, tem sido
sistematicamente demonstrado pelo nosso laboratorio, tanto em modelos animais e
em humanos, que o treinamento fisico € um estimulo importante para melhora no
sistema de defesa antioxidante (DE MORAES et al, 2008; CLAUDINO et al, 2010,
SPONTON et al., 2014). Este resultado é relevante, pois, 0 anion superoxido possui
grande afinidade pelo NO, cuja combinagado resulta na formagédo do peroxinitrito
(ONOOQO"), molécula altamente instavel e nociva, que reduz a agdo do NO no controle
do ténus vascular. A SOD é a enzima responsavel pela dismutagdo do anion
superéxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio, impedindo a inativagcdo do NO
(FERREIRA E MATSUBARA, 1997). Assim, a maior atividade da SOD em resposta
ao treinamento fisico mostra que a intensidade empregada foi efetiva em promover
melhora do sistema antioxidante o que poderia favorecer maior biodisponibilidade de
NO para as células, especialmente no grupo HT. Este resultado, portanto, ofereceria
maior protegdo a essa populagdo, podendo evitar complicagdes da hipertensao
arterial (infarto do miocardio e acidente vascular encefalico) bem como prevenir as

doencas tromboembdlicas e metabdlicas como a aterosclerose.

Biomarcador endécrino: cortisol

Diversos estudos mostram a agéo do cortisol, 0 mais importante hormonio
glicocorticoide em seres humanos, em provocar elevagdo de pressao arterial
(MANTERO E BOSCARO, 1992; MITCHELL E WEBB, 2002; WHITWORTH et al.,
2005). Os mecanismos pelos quais o cortisol eleva a pressao arterial sdo varios e
ativam complexas vias de sinalizagao entre elas: homeostase do sodio, ativagao do
sistema renina-angiotensina aldosterona e ativacdo do sistema simpatico (TAM et
al., 1997, KELLY et al., 1998; WEN et al., 1999; WHITWORTH et al., 2002). Além
disso, alguns trabalhos mostram que o cortisol poderia reduzir a produgao de NO, o
que levaria a sua menor biodisponibilidade (KELLY et al., 2007; ONG E
WHITWORTH, 2011). Em seres humanos, a relagdo cortisol e presséo arterial tem
sido direcionada essencialmente em homens (WILLIAMSON et al., 2005) e poucos
trabalhos avaliaram mulheres apds a menopausa. Assim, tem sido apontada maior
atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal como um dos elos entre o climatério e

0 aumento do risco cardiovascular (CAGNACCI et al, 2011). Nosso trabalho mostra
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que os niveis de cortisol foram similares entre mulheres normotensas e hipertensas
e nenhuma alteragdo deste glicocorticoide foi observada em resposta ao TFA. Ainda
ndo ha um consenso na literatura sobre os efeitos crénicos do exercicio fisico nos
niveis de cortisol (jejum), tendo em vista a escassez de estudos que realizaram este
tipo de abordagem. Alguns autores sugerem uma adaptagdo do eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal em resposta a estimulos estressores crénicos, como é o caso do
exercicio fisico, o que levaria a uma resposta hormonal atenuada frente a mesma
carga de trabalho (WITTERT et al, 1997; KANT et al, 1995). Portanto, nossos
resultados revelam que a reducio da pressao arterial também nao esteve associada

a este parametro que foi mensurado em uma coleta, sem estimulos prévios.
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8 CONCLUSOES

A partir destes resultados, conclui-se que os efeitos benéficos de 24
sessoes de exercicio fisico aerdbio sobre a pressao arterial sdo mediados pela
ativacado da via NO/GMPc e aumento da atividade da enzima antioxidante SOD em
mulheres hipertensas apds a menopausa, sem alteragdo nas concentragbes de
MDA, cortisol, leptina e IL-18, demostrando que as fungdes endoteliais estdo
preservadas nessa populacio.

Nas mulheres normotensas os possiveis efeitos preventivos do TFA foram
detectados através da reducédo da concentracdo de ADMA, elevagdo do segundo
mensageiro GMPc e atividade da enzima antioxidante SOD, sem alteracdo nas
concentragbes de MDA, cortisol, leptina e IL-1p.

Esses achados conjuntamente mostram que os efeitos benéficos do
exercicio fisico relacionam-se com a ativagdo de vias de sinalizagdo similares,
contudo, os efeitos fisiologicos apresentam-se mais visiveis em mulheres com a

doenca ja instalada.
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