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Assinatura metabodlica da responsividade da pressao arterial ao treinamento
aerdébio em mulheres hipertensas pés-menopausa
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Resumo
A Hipertensao Arterial (HA) € uma doenca silenciosa de
origem multifatorial, caracterizada por valores de pressao
arterial sistolica (PAS) = 140 mmHg e/ou pressao arterial
diastolica (PAD) = 90 mmHg. As mulheres sdo mais
afetadas pela HA, sendo sua incidéncia aumentada
progressivamente com o envelhecimento e o advento da
menopausa. As diretrizes internacionais e a brasileira de
cuidados primarios e secundarios da HA, recomendam a
adocdo de exercicios aerobios como primeira linha de
tratamento ndo farmacoldgico. Porém ainda que as
recomendaces para a préatica de exercicios fisicos sejam
rigorosamente  cumpridas, existe uma ampla
heterogeneidade de respostas dos marcadores de risco
metabdlico associados ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (DCV) como a HA. Dessa forma o
objetivo desse estudo foi identificar as mudancas no perfil
metabdlico sérico e vias metabdlicas associados as
variacbes nas respostas interindividuais da presséo
arterial em mulheres hipertensas em pdés-menopausa
submetidas a 12 semanas de treinamento aerdbio
continuo (TAC). Dentre os principais achados, reportamos
as associacdes entre as mudancas nos metabdlitos
séricos e sua relacdo com as respostas da PAS e PAD ao
TAC. Resumidamente observamos em resposta ao TAC:
(i) consideravel heterogeneidade de respostas
interindividuais da PAS e PAD; (ii) niveis séricos distintos
do perfil metabdlico associados com as respostas da PAS
e PAD entre respondedores e ndo respondedores da PA
(RE x NRE); (iii) metabolitos séricos especificos
associados com as respostas da PAS e PAD como
aspartato, histidina, isoleucina, fenilalanina, treonina,
tirosina e valina; (iv) vias associadas com as respostas da
PAS e PAD envolvidas no metabolismo de aminoacidos.
As mudancgas principalmente no metabolismo de
aminoacido podem ter desempenhado papel
importantissimo nos mecanismos moleculares capazes
de influenciar na biodisponibilidade de NO para o
endotélio celular e a biogénese mitocondrial em
cardiomidcitos por meio da estimulagdo da PGC1-a, o
gue pode ter influenciado de maneira positiva as
respostas da PAS e PAD em respondedoras ao TAC. De
forma semelhante, o metabolismo de purinas, mais
especificamente da hipoxantina, cuja via metabdlica esta
intimamente ligada a biodisponibilidade de NO, foi capaz

de explicar em 58% as mudancas da PAD e 47% das
mudancas da PAS.

Palavras chave: Hipertensdo; Metaboldmica; Menopausa;
Treinamento Aerdbio; Pressao Arterial.

Abstract
Hypertension (HTN) is a silent disease of multifactorial
origin, characterized by systolic blood pressure (SBP)
values = 140 mmHg and / or diastolic blood pressure
(DBP) = 90 mmHg. Women are more affected by HTN,
and its incidence increases progressively with aging and
the advent of menopause. The international guidelines
and the Brazilian primary and secondary care for HTN
recommend the adoption of aerobic exercises as the first
line of non-pharmacological treatment. However, although
the recommendations for the practice of physical
exercises are strictly observed, there is a wide
heterogeneity of responses of the metabolic risk markers
associated with the development of cardiovascular
diseases (CVD) such as AH. Thus, the objective of this
study was to identify changes in the serum metabolic
profile and metabolic pathways associated with variations
in interindividual blood pressure responses in
postmenopausal hypertensive women submitted to 12
weeks of continuous aerobic training (CAT). Among the
main findings, we report the associations between
changes in serum metabolites and their relationship with
SBP and DBP responses to TAC. In summary, we
observed in response to the TAC: (i) considerable
heterogeneity of inter-individual responses from SBP and
DBP; (ii) serum levels distinct from the metabolic profile
associated with the SBP and DBP responses between BP
responders and non-responders (RE x NRE); (iii) specific
serum metabolites associated with SBP and DBP
responses such as aspartate, histidine, isoleucine,
phenylalanine, threonine, tyrosine and valine; (iv)
pathways associated with the SBP and DBP responses
involved in amino acid metabolism. Changes mainly in
amino acid metabolism may have played an important role
in the molecular mechanisms capable of influencing the
bioavailability of NO for cell endothelium and
mitochondrial biogenesis in cardiomyocytes through the
stimulation of PGC1-a, which may have positively
influenced the responses from SBP and DBP to TAC
responders.  Similarly, purine metabolism, more
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specifically hypoxanthine, whose metabolic pathway is
closely linked to the bioavailability of NO, was able to
explain 58% of changes in DBP and 47% of changes in
SBP.

Keywords: Hypertension; Metabolomic;
Aerobic Exercise; Blood Pressure.

Menopause;

Introducéo

A HA é uma comorbidade cuja prevaléncia atinge mais
de 31,2% da populacdo adulta no mundo.
Aproximadamente 45 milhdes de pessoas possuem
alguma doenca cardiovascular (DCV) (32% da populacao
adulta do Brasil). A reducdo com os custos do tratamento
e prevencdo da HA sdo um dos maiores desafios da
saude publica no Brasil, cujo impacto financeiro chegou a
atingir o valor de R$ 56,2 bilhdes (US dollar 17,3 bilhdes),
no ano de 2015 (STEVENS et al., 2018).

Diversos estudos tém demonstrado o papel potencial
dos beneficios do exercicio fisico sobre o sistema
cardiovascular afetando o controle da PA, além de sua
efetividade no aumento da aptiddo cardiorrespiratéria
eem gerar adaptac6es fisioldégicas que contribuem para a
saude cardiovascular (MEYERS, 2003; ZANESCO,
2009). Porém, nem todos respondem da mesma forma
devido a interindividualidade de respostas. Dessa forma,
compreender 0s mecanismos e vias regulatérios das
respostas individuais da PA com o TA contribui para o
avanco da medicina personalizada, o que futuramente
pode atenuar os impactos financeiros e humanos que os
eventos cardiacos ocasionados pelo desenvolvimento de
DCV trazem para a sociedade.

Objetivos
Identificar as mudanc¢as no perfil metabdlico sérico e
vias metabdlicas associadas as variacfes nas respostas
interindividuais da pressdo arterial em mulheres
hipertensas em pés-menopausa submetidas a 12
semanas de treinamento aerébio continuo.

Métodos

Participaram deste estudo 47 mulheres com idade
superior a 40 anos, selecionados a partir de divulgacdo
feita pelo portal da Universidade na internet, além de
outros veiculos de comunicacédo. Como critérios iniciais
de inclusdo, as voluntarias da pesquisa deveriam: ter
habito de vida nao-ativo (frequéncia de atividade fisica
regular menor que duas sessfes por semana), serem pre-
hipertensas (PAS: 130 a 139 mmHg ou PAD: 85 a 89
mmHg) ou hipertensas grau 1 (PAS: 140 a 149 mmHg ou
PAD: 90 a 99 mmHg) e estarem em tratamento
medicamentoso para o controle da hipertensao, estar na
menopausa (minimo de 6 meses de interrup¢éo do ciclo
menstrual). As voluntarias foram informadas dos
possiveis riscos, desconfortos e beneficios do estudo e
assinaram termo de consentimento livre e esclarecido do
projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

(CEP) da Universidade Estadual de Campinas (Parecer:
2.479.380/2018).

Desenho experimental

Todas as voluntarias realizaram uma avaliagdo clinica
composta de eletrocardiograma de repouso e esforc¢o,
conduzidos por um médico cardiologista. Ndo havendo
contraindicacdes, as voluntarias realizaram visitas ao
laboratério para avaliacdes pré-treinamento, estando
estas distribuidas ao longo de duas semanas e com
intervalos minimos de 48 horas entre cada avaliacao,
sempre no mesmo periodo do dia. As voluntarias foram
distribuidas de forma randomizada em grupo treinamento
aerébio continuo (TAC) e controle (CON) conforme
proposto por Castro e colaboradores (2019). Antes e apés
as 12 semanas de intervenc¢édo as coletas de amostras de
sangue foram realizadas e armazenadas para posterior
anélise.
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Figura 1. Desenho experimental do estudo. Legenda:
Anamnese = ; Eletrocardiograma (ECG) = .; Teste de

aptiddo cardiorrespiratoria= "% ; Coleta de sangue venoso= O;

Avaliagdo hemodinamica= ; Treinamento aerébio continuo
(TAC)= Q; Composicao corporal = *; FCreserva = Frequéncia

cardiaca de reserva.

Analise metabolémica

A partir das preparacbes das amostras de soro
sanguineo das voluntérias, nos momentos pré e pos 12
semanas de TAC, realizamos a andlise para quantificacédo
dos metabdlitos no Laboratério Nacional de Biociéncias
(LNbio http://Inbio.cnpem.br/),  utilizando  um
espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear - RMN
Inova Agilent (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA,
EUA), operando a uma frequéncia de ressonancia de 1H
600 MHz e temperatura constante de 298 K (25 °C). Um
total de 256 decaimentos de inducdo livre (FID) foi
realizado. A fase espectral e as corre¢fes da linha de
base, assim como, a identificacdo e quantificacdo dos
metabdlitos presentes nas amostras, foram realizadas
utilizando o software Chenomx Suite RMN 7.6 (Chenomx
Inc., Edmonton, AB, Canada), utilizando o sinal do TSP
(concentracdo conhecida) como referéncia para a
guantificacdo das concentracdes dos outros metabdlitos.
Para inibir qualquer viés tendencioso, as amostras foram
perfiladas aleatoriamente de forma cega em relacdo ao
avaliador. O mesmo avaliador realizou a etapa de
aquisicdo, ajuste de linha de base e quantificacéo,
diminuindo o viés subjetivo das andlises.
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Analise estatistica

Inicialmente a normalidade de distribuicdo dos dados
foi verificada através de medidas de obliquidade. Quando
medidas de obliquidade padronizadas superiores a 2 ou
inferiores a -2 foram observadas, transformactes
logaritmicas ou poténcia quadratica foram aplicadas em
ordem de atingir uma distribuigdo Gaussiana.

Para a comparacéo das variaveis dependentes entre e
intra-grupos foram utilizados Modelos Lineares Mistos,
assumindo grupo (TAC e CON) e momento (Pré e Pés)
como efeitos fixos e participantes como efeito randémico.
Adicionalmente, momento foi considerado como efeito de
medidas repetidas.

Para determinar os metabdlitos alterados associados
a PAS e PAD, foram selecionados apenas aqueles
suportados por trés niveis de evidéncia (CASTRO et al.
2019): (1) estar associado a alteracdes na PAS e PAD (r
= 0,2) por meio de teste de correlagdo de Pearson; (2)
apresentar diferenca entre RE e NRE no teste t de Student
para varidveis independentes, complementada pelo
intervalo de confianca de 95% e tamanho de efeito; e (3)
estar presente em pelo menos uma via metabdlica
associada a alteracdes na PAS e PAD realizado no teste
de super-representacdo e topologia conforme descrito
anteriormente (XIA e WISHART, 2010). Posteriormente,
os metabdlitos retidos no primeiro nivel de evidéncia da
analise foram analisados em modelos de regressao linear
multipla para determinar a variagdo na resposta da PAS e
PAD explicada pelas alteracdes observadas por cada
metabdlito. O software utilizado foi o PASW Statistics
versdo 18.0 (SPSS, Chicago, IL). O nivel de significAncia
adotado foi de 1% ou taxa de falsa descoberta de 10%.

Resultados e Discusséo

N&o foram observadas diferencas significativas nos
valores dos marcadores de risco cardiovascular apés 12
semanas de TAC comparadas ao momento pré
treinamento. N&o houve diferenca entre os momentos
pré-treinamento e pds-treinamento, nem interagdo entre
0s grupos TAC e CON para as medidas de PAS e PAD
(Tabela 1).

Tabela 1. Efeitos do programa de treinamento aerdbio (TAC) ap6s 12 semanas
em variaveis antropométricas e marcadores bioguimicos das voluntarias

estudadas.
. TAC (n=37) CON (n=10)
Variaveis - - - -
Pré Pos Pré Pos
Massa corporal (kg) 77,614 78,7151  80,8+156 77,8152
IMC (kg/m?) 30,66+5,59  30,67+564  31,5+44 30,955
Massa gorda (%) 42,519,6 42,148 46,7464  38,9+17.8
Triglicérides (mg/dL) 134,89+49,2 154,74+65,67 172,8459,67 158,9+52,06
Colesterol total (mg/dL) =~ 200,63+£39,5 219,97+51,79 192+27,19 193,2+24,73
HDL (mg/dL) 56,97+15,07 59,34+12,35 48,147 48,5+7,09
LDL (mg/dL) 121,77436,73 132,97+49,83 114,2+24,65 117,4+20,44

Glicemia (mg/dL) 100,54+12,21 101,35+£12,42 101,5+12,44 107,2+11,53
HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; TAC:
Treinamento aerdbio continuo; IMC: Indice de massa corporal.

Foram analisados 58 metabdlitos séricos. Para o grupo
TAC, os niveis de concentracdo de metabdlitos séricos
que foram correlacionados em r = 0,2 com as mudancas
na PAS foram hipoxantina, 2-hidroxi-isovalerato,
aspartato, acetona e outros apresentados. Em relagdo a
PAD, foram encontradas correlagdes em r = 0,2 para
hipoxantina, aspartato, 2-hidroxi-isovalerato, fenilalanina,
fumarato.

Para mensurar as respostas interindividuais das
voluntarias submetidas ao TAC, utilizamos o erro tipico de
medida (ETM) proposto por Bouchard e colaboradores
(2012) para dividir a amostra em respondedores (RE) e
nao respondedores (NRE). O grupo RE apresentou maior
reducdo para PAS e PAD comparado com NRE (Figura

2).
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Figura 2. Heterogeneidade de respostas individuais da PAS
e PAD ao TAC. PAD: Pressdo arterial diastolica; PAS: Presséo
arterial sistdlica; TAC: Treinamento aerdbio continuo. As
voluntarias foram estratificadas em respondedoras e néo
respondedoras ao TAC para a PAS e PAD, o parAmetro adotado
foi o ETM, para a PAS, 11 voluntarias foram consideradas
respondedoras ao TAC e para PAD, 9 voluntarias foram
consideradas respondedoras ao TAC.
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Os RE apresentaram aumento nas concentracdes de  Foram analisados separadamente 22 metabdlitos para
3-hidroxibutirato (r = -0,387), acetona (r = -0,430), PAS e 45 metabdlitos para PAD o teste para andlise de
aspartato (r = -0,305), fenilalanina (r = -0,335) e super-representacédo e o teste para analise de tipologia de

hipoxantina (r = -0,469), comparados aos NRE. Para a
PAD, concentracdes mais elevadas foram observadas em
RE para 3-hidroxibutirato (r = -0,450), acetona (r = -0,450),
aspartato (r = -0,408), fenilalanina (r = -0,434), histidina (r
=-0,411), hipoxantina (r = -0,512), isoleucina (r = -0,350),
treonina (r = -0,338), tirosina (r = -0,320), valina (r = -
0,357) (Figura3).
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Figura 3. Diferengas das concentrag@es séricas dos metabdlitos
entre RE e NRE da PAS e PAD apds 12 semanas de TAC.
Legenda: PAD: Presséo arterial diastolica; PAS: Pressao arterial
sistdlica; NRE: N&o respondedor; RE: Respondedor; TAC:
Treinamento aerébio continuo. A) Histidina, isoleucina,
fenilalanina, treonina, tirosina, valina e aspartato apresentaram
maiores concentragdes séricas em RE ao TAC em comparagéo
com NRE para as respostas da PAD; B) Fenilalanina apresentou
maiores concentragdes séricas em RE ao TAC em comparagéo
com NRE para as respostas da PAS. * P < 0,05; **P < 0,01.

vias para explorar o enriquecimento de vias (XIA e
WISHART, 2010) foi utilizado. Observamos 9 vias
significativas relacionadas com as mudancas na PAS e 15
vias significativas relacionados com as mudancas na PAD
para o programa de TAC. Cinco estdo associadas com as
mudangas nas medidas de PAS e PAD para o TAC,
incluindo os metabdlitos suportados pelos trés niveis de
evidéncia, como a: biossintese de aminaocil-RNA,
biossintese de valina, leucina e isoleucina, metabolismo
da glicina, serina e treonina, biossintese de arginina,
degradacéo de valina, leucina e isoleucina.
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Figura 4. Sintese das vias séricas pré-treinamento sugeridas
para serem relacionadas com as mudancas da PAS (A) e PAD
(B) ocasionadas pelo programa TAC que atingiram correlacéo r
>(,2. Os numeros dentro do painel de figuras referem-se as vias
gue mais se relacionaram.

Nesse estudo, reportamos as associacdes entre as
mudancas nos metabdlitos séricos e sua relagdo com as
respostas da PAS e PAD ao programa de TAC. Nossas
descobertas podem ser resumidas da seguinte forma: (i)
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interindividuais da PAS e PAD ao TAC,; (ii) niveis séricos
distintos do perfil metabdlico associados com as
respostas da PAS e PAD entre respondedores e néo
respondedores (RE x NRE); (iii) metabdlitos séricos
especificos associados com as respostas da PAS e PAD
como aspartato, histidina, isoleucina, fenilalanina,
treonina, tirosina e valina; (iv) vias associadas com as
respostas da PAS e PAD envolvidas no metabolismo de
aminoacidos.
Conclusbes

As mudangas principalmente no metabolismo de
aminoacido podem ter desempenhado papel
importantissimo nos mecanismos moleculares capazes
de influenciar na biodisponibilidade de NO para o
endotélio celular e a biogénese mitocondrial em
cardiomidcitos por meio da estimulacdo da PGC1-a, o que
pode ter influenciado de maneira positiva as respostas da
PAS e PAD em voluntarias RE ao TAC. De forma
semelhante, o0 metabolismo de purinas, mais
especificamente da hipoxantina, cuja via metabdlica esta
intimamente ligada a biodisponibilidade de NO, foi capaz
de explicar em 58% as mudancas da PAD e 47% das
mudancas da PAS. Esses resultados oferecem novas
perspectivas para investigacbes futuras sobre os
mecanismos que influenciam os fatores determinantes
para as mudancas na PAS e PAD.
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