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RESUMO

O exercicio fisico e o envelhecimento sdo estressores naturais com desfechos antagdnicos no
organismo humano. Tais desfechos sdo refletidos fenotipicamente no metabolismo, o qual
pode ser estudado por meio da metaboldmica. Esta permite o estudo de oxilipinas
(metabdlitos lipidicos que possuem importantes relacbes com os desfechos do exercicio
fisico) e a integragdo abrangente do metabolismo com outros componentes relacionados a
integridade sisttmica, como a modulacdo autondmica cardiaca (MAC) e a aptiddo
cardiorrespiratoria (ACR), ajudando a entender os desfechos integrados proporcionados pelo
envelhecimento. A melhor compreensdo desses estressores pelo uso da metabolémica e de
andlises integrativas, pode auxiliar na elaboragdo de estratégias mais eficientes de promocéo
de saude para a populacdo em geral. Assim, o Estudo 1 foi uma revisdo sistematica da
literatura e procurou investigar as respostas das oxilipinas relacionadas aos efeitos de curto e
longo prazos do exercicio fisico por suas vias enzimaticas e fornecer informacgfes sobre 0s
efeitos fisiolégicos potenciais. Ap6s a busca e selecdo, apenas 9 estudos, de 1.749
documentos, foram incluidos devidos aos critérios de inclusdo e exclusdo. Destes, sete
enfatizaram o os efeitos de curto prazo, enquanto dois avaliaram os de longo prazo sobre o
perfil das oxilipinas. Como conclusdo, diversas oxilipinas com fungdes biomoduladoras
principalmente relacionadas a inflamagdo, a funcdo cardiovascular e a adaptacdo e
regeneracdo tecidual, foram mobilizadas especialmente como consequéncia dos efeitos de
curto prazo do exercicio fisico, sob a influéncia da intensidade e duragdo do exercicio fisico.
Os efeitos de longo prazo do exercicio fisico sobre os niveis de diferentes oxilipinas foram
discretos e relacionam-se com fungles variadas. JA4 o Estudo 2 investigou, de maneira
integrada, o curso temporal de variaveis do metaboloma humano e de variaveis relacionadas a
MAC e a ACR no envelhecimento, em diferentes faixas etarias considerando individuos
aparentemente saudaveis. Individuos de 20 a 70 anos foram divididos em cinco faixas etarias
(20-29, 30-39, 40-49, 50-59, e 60-70 anos) e submetidos a coleta de sangue, avaliacdo
autondmica cardiaca e teste de exercicio cardiopulmonar, para analises da metabolémica, da
MAC e da ACR, respectivamente. Foram utilizados post hoc de Tukey e o tamanho do efeito
com intervalo de confianca para todos os metabdlitos e variaveis significativos no modelo de
ANOVA one-way, com p<0,01, e analise de componentes principais (PCA) sobre as variaveis
significativas para o estudo integrado. Expressivas alteracdes foram observadas na faixa etaria
de 60-70, onde a ACR, BCAAs (valina, leucina e isoleucina), 3-hidroxiisobutirato e a MAC
encontraram-se  significativamente  reduzidos, enquanto que o é&cido hipdrico
significativamente elevado em comparagdo aos grupos mais jovens (especialmente para as
faixas etarias de 20-29 e 30-39). O acido hipurico, varidveis da MAC e ACR, e 0os BCAAs
foram os principais responsaveis pela distin¢do das faixas etarias conforme destacado na
PCA. Como conclusdo, os resultados sugerem alteracGes significativas no metabolismo,
MAC, e ACR, ap0s 0s sessenta anos como consequéncia do processo de envelhecimento,
entretanto, com algumas alteragdes no perfil metabdlico que podem ser favoraveis em
amenizar os efeitos deletérios do envelhecimento. Assim, essa tese evidenciou a
complexidade da inter-relagédo do metabolismo com alguns sistemas do organismo de maneira
integrada no contexto de estressores naturais do organismo como o exercicio fisico e 0
envelhecimento. Tais informacOGes sdo importantes considerando a necessidade de uma
compreensdo menos fragmentada da fisiologia humana.

Palavras-chave: Envelhecimento, Aptiddo Cardiorrespiratoria, Metabolémica, Exercicio
Fisico, Frequéncia Cardiaca.



ABSTRACT

Physical exercise and aging are natural stressors with antagonistic outcomes in the human
body. Such outcomes are phenotypically reflected in metabolism, which can be studied
through metabolomics. The latter allows the study of oxylipins (lipid metabolites that have
important relationships with physical exercise outcomes) and the comprehensive integration
of metabolism with other components related to systemic integrity, such as cardiac autonomic
modulation (CAM) and cardiorespiratory fitness (CRF), helping to understand the integrated
outcomes provided by aging. A better understanding of these stressors through the use of
metabolomics and integrative analysis can help in the development of more efficient health
promotion strategies for the general population. Thus, Study 1 was a systematic review of the
literature and sought to investigate the responses of oxylipins related to the short- and long-
term effects of physical exercise through their enzymatic pathways and to provide information
about the potential physiological effects. After the search and selection, only 9 studies out of
1,749 documents were included due to the inclusion and exclusion criteria. Of these, seven
emphasized short-term effects, while two evaluated long-term effects on the oxylipin profile.
In conclusion, several oxylipins with biomodulatory functions mainly related to inflammation,
cardiovascular function, and tissue adaptation and regeneration, were mobilized especially as
a consequence of the short-term effects of physical exercise, under the influence of the
intensity and duration of physical exercise. The long-term effects of physical exercise on the
levels of different oxylipins were minimal and related to different functions. Study 2
investigated, in an integrated manner, the timecourse of variables of the human metabolome
and variables related to CAM and CRF in aging, in different age groups considering
apparently healthy individuals. The individuals aged 20 to 70 years were divided into five age
groups (20-29, 30-39, 40-49, 50-59, and 60-70 years) and submitted to blood collection,
cardiac autonomic evaluation and cardiopulmonary exercise test, for metabolomics, CAM and
CRF analysis, respectively. Tukey's post hoc and effect size with the confidence interval were
used for all metabolites and significant variables in the one-way ANOVA model, with p<0.01,
and principal component analysis (PCA) on the significant variables for the integrated study.
Significant changes were observed in the 60-70 age group, where CRF, BCAAs (valine,
leucine and isoleucine), 3-hydroxyisobutyrate and CAM were found to be significantly
reduced, while hippuric acid was significantly elevated compared to younger groups
(especially for the 20-29 and 30-39 age groups). Hippuric acid, CAM and CRF variables, and
BCAAs were the main responsible for age group distinction as highlighted in the PCA. In
conclusion, the results suggest significant changes in metabolism, CAM, and CRF, after the
age of sixty as a consequence of the aging process, however, with some changes in the
metabolic profile that may be favorable in mitigating the deleterious effects of aging. This
thesis showed the complexity of the interrelation between metabolism and some systems of
the body in an integrated manner in the context of natural stressors of the body such as
physical exercise and aging. Such information is important considering the necessity for a less
fragmented understanding of human physiology.

Keywords: Aging, Cardiorespiratory Fitness, Metabolomics, Physical Exercise, Heart Rate.
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PREFACIO

Esta tese foi desenvolvida pelo aluno Etore De Favari Signini sob orientacdo da
Profa. Aparecida Maria Catai e sob coorientacdo da Profa. Regina Vincenzi Oliveira,
sendo a primeira vinculada ao Programa de P6s-Graduacdo em Fisioterapia (PPGFT;
conceito 7 CAPES), no Laboratério de Fisioterapia Cardiovascular (LFCV) do
Departamento de Fisioterapia (DFisio) da Universidade Federal de Séo Carlos
(UFSCar), e a segunda ao Programa de P6s-Graduacdo em Quimica (PPGQ); conceito 7
CAPES), no Nucleo de Pesquisa em Cromatografia (SEPARARE) do Departamento de
Quimica (DQ) da UFSCar. A tese vincula-se a linha de pesquisa “Fisioterapia
Cardiovascular, Respiratoria, Fisiologia do Exercicio e Desempenho Funcional” do
PPGFT.

A tese foi originalmente planejada para investigar as diferencas existentes entre
0 processo de envelhecimento ativo e sedentario no metabolismo, na modulagédo
autondmica cardiovascular, e na aptiddo cardiorrespiratoria, em homens aparentemente
saudaveis de 20 a 70 anos, avaliado em faixas etarias. Esse projeto ajudaria a esclarecer
diversas questbes da area, especialmente devido ao uso da metabolémica como
ferramenta para o estudo do metabolismo. Como resultado esperado, tal projeto poderia
contribuir no desenvolvimento de estratégias publicas de salde para um envelhecimento
mais saudavel com a identificagdo de moléculas com um potencial para serem
classificadas como biomarcadores do envelhecimento saudavel e com a determinacéo de
uma faixa etaria onde ha alteracbes marcantes na fisiologia do organismo (um marco

temporal onde a implementacéo de intervengdes pudesse ser melhor indicada).

Apds a aprovacgdo do projeto no exame de qualificacdo (Dezembro de 2018) e a
aprovacao do doutorado-direto (DD) por meio de pedido ao PPGFT (Janeiro de 2019),
foi obtida uma bolsa DD da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo
(FAPESP). Logo apds, foi iniciado um estudo por meio de uma revisao sistematica da
literatura sobre a relacdo da metabolémica com o exercicio fisico com o objetivo de
obter um maior esclarecimento sobre o efeito do exercicio no metaboloma humano.
Entretanto, considerando a existéncia de outro estudo no laboratério com abordagem
semelhante (SAKAGUCHI et. al., 2019) e, considerando que o estudo dos mediadores
lipidicos seria algo inédito e interessante para o presente projeto em decorréncia das

relagbes que esses metabolitos possuem com o processo inflamatério (algo muito
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observado durante o envelhecimento), iniciou-se a elaboracao do estudo considerando a
lipiddmica (uma subarea da metaboldmica) como ferramenta utilizada para a avaliacdo
do efeito do exercicio fisico sobre o metabolismo. Tal estudo originou um manuscrito
que apo6s retornar de um periddico cientifico (Setembro de 2019), contou com a
colaboracéo do Prof. David C. Nieman (experiente na area de imunologia do exercicio e
nutricdo; professor da Appalachian State University e diretor do Human Performance
Laboratory na mesma universidade, Carolina do Norte, EUA). A colaboracdo se
consolidou a partir da visita do professor no Lab de FT Cardiovascular em Outubro de
2019. Assim, apoés varias discussdes e reflexdes o manuscrito foi modificado, alterando
o foco de estudo para as oxilipinas (uma subclasse dos mediadores lipidicos) devido a
importancia regulatéria que esses metabdlitos possuem em diversos processos
fisiolégicos no organismo, tais como inflamacdo, funcdo cardiovascular e renal, e
estresse oxidativo. Assim, em 25 de Junho de 2020 foi publicado o primeiro artigo da

tese no periddico Metabolites.

Concomitantemente com a escrita do primeiro manuscrito, foi executado o
protocolo experimental do projeto original, com a realizacdo da coleta de sangue,
avaliacdo autondmica cardiaca, e mensuracdo da aptiddo cardiorrespiratoria de homens
ativos e sedentarios. Entretanto, devido a pandemia da COVID-19 (mar¢o de 2020), as
coletas precisaram ser suspensas até que houvesse a permissdo do retorno pelo Ndcleo
Executivo de Vigilancia em Saude (NEVS) da UFSCar (que ocorreu apenas ao final de
Setembro de 2021), comprometendo o cronograma inicial. Além disso, vale ressaltar
que as amostras coletadas ndo podiam ser processadas sem que 0 numero de amostras
(n) estivesse completo devido a variabilidade instrumental pertinente ao espectrometro
de massas e, adicionalmente, o aluno tinha prazo de defesa previsto para Fevereiro de
2022 (postergado em Mar¢o para Dezembro/2022). Assim, ndo foi possivel finalizar a
coleta de dados e nem a realizacdo do estagio de pesquisa no exterior com o professor
David C. Nieman (algo pré-estabelecido pelos grupos de pesquisa durante sua visita ao
LFCV/SEPARARE/Laboratério de RMN-UFSCar).

Considerando a existéncia de amostras de soro sanguineo de participantes de
dois projetos anteriores do laboratério (com dados de modulagdo autonémica cardiaca e
de aptidao cardiorrespiratoria) e a necessidade da realizacdo do segundo estudo da tese,
optou-se por realizar a analise metabdlica por meio da metabolémica nessas amostras

pré-existentes. Entretanto, devido o proposito divergente dos estudos anteriores do
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laboratério com o propdsito original do presente estudo, os individuos avaliados nédo
foram separados em grupo ativo e sedentario (sendo a maioria dos participantes
classificados com individuos ndo treinados). Assim, a presente tese passou por algumas
modificacdes e o segundo estudo procurou ver por meio de diferentes faixas etarias o
comportamento de variaveis metabdlicas (por meio da metaboldmica), autonémicas, e
de aptiddo cardiorrespiratéria de maneira integrada em homens e mulheres
aparentemente saudaveis de 20 a 70 anos sem considerar 0s grupos ativo e sedentario. O

estudo em questdo foi publicado no periddico Scientific Reports, em 09/12/2022.
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CONTEXTUALIZACAO

A prética de exercicio fisico regular promove diversos efeitos benéficos ao
praticante (GRAZIOLI et al., 2017), contrapondo os maleficios decorrentes do
comportamento sedentario (BARRY; CAPUTO; KANG, 2018; GRAZIOLI et al.,
2017). Alguns dos beneficios compreendem a reducdo da probabilidade de
desenvolvimento de doencas cronicas em todos os sistemas e 6rgdos ou o auxilio na
melhora de quadros clinicos resultantes dessas doengas, reducdo do risco de morte,
auxilio na melhora da condicdo mental, e promocdo de adaptacGes fisioldgicas
relacionadas ao aumento do desempenho fisico (BARRY; CAPUTO; KANG, 2018;
GRAZIOLI et al.,, 2017; HUGHES; ELLEFSEN; BAAR, 2018; WARBURTON;
BREDIN, 2017). Entretanto, a determinacdo dos ajustes metabdlicos ao exercicio fisico
por meio da caracterizagdo concomitante de diversos metabolitos com repercussao
sistémica, e que justificam esses beneficios, ainda ndo esta elucidada, e tem sido foco de
estudos apenas na ultima década (LEWIS et al., 2010; SAKAGUCHI et al., 2019).

Com o0 avanco tecnolégico da bioinformatica e de técnicas bioanaliticas como a
espectrometria de massas e a ressonancia magnética nuclear, a analise dos efeitos da
pratica de exercicios fisicos sobre o metabolismo humano por meio do emprego de
estratégias metabolémicas tem se expandido (SAKAGUCHI et al., 2019; WALLER et
al., 2020). A metabol6mica pode ser entendida como uma ciéncia que procura realizar a
descricdo analitica de amostras biologicas complexas, com o objetivo de identificar,
quantificar e caracterizar o conjunto de metabdlitos, os quais se caracterizam por
moléculas intermedidrias (substratos, cofatores) e produtos do metabolismo com massa
molecular menor do que 1.500 daltons (GRIFFITHS et al., 2010; NICHOLSON;
LINDON, 2008; WALLER et al., 2020). A metabolomica propicia a compreensao de
informacdes bioldgicas de um sistema (célula, 6rgao, tecido, biofluido ou organismo),
assim como, suas alteracdes bioldgicas frente a um processo particular. O conjunto de
todos os metabolitos presentes em um sistema bioldgico € designado de metaboloma e
representa de forma direta o fenotipo da amostra (GRIFFITHS et al., 2010; MORRIS et
al., 2013; NICHOLSON; LINDON, 2008; WALLER et al., 2020; ZHANG et al., 2018).
Assim, a metabolomica €é classificada como uma nova ciéncia “Omica” em
complemento a protebmica, transcriptbmica, e a genémica, e a mesma permite observar
as vias celulares utilizadas para determinados resultados fisiologicos, assim como

auxiliar em prognosticos e diagnosticos clinicos a partir da descoberta de
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biomarcadores. A utilizacdo da metabolémica apresenta uma relativa vantagem sobre as
outras ciéncias “Omicas” devido a possibilidade de verificar assinaturas bioquimicas (do
inglés, metabolic fingerpriting), e perfis metabdlicos (do inglés, metabolic profiling),
ndo somente provindas da genética, mas também provenientes da dieta, tratamentos
medicamentosos, estilo de vida e fatores ambientais (CHALECKIS et al., 2016;
LAWTON et al., 2008; LUSTGARTEN et al., 2013, 2016; NICHOLSON et al., 2002;
RYALS et al., 2007; ZHANG et al., 2018).

Tais caracteristicas habilitam a metabol6mica a observar de maneira fenotipica o
efeito de curto e longo prazo do exercicio fisico sobre o metabolismo tecidual e
sisttmico (PECHLIVANIS et al., 2013; SAKAGUCHI et al., 2019; SCHRANNER et
al., 2020), tornando-se uma ferramenta valiosa para a compreensdo fisioldgica e
bioquimica do organismo em resposta ao exercicio fisico. Considerando o efeito de
curto prazo, o exercicio fisico afeta 0 metaboloma diretamente e indiretamente por meio
das duas principais vertentes do metabolismo: o catabolismo e o anabolismo (EGAN;
ZIERATH, 2013; NELSON; COX, 2014). O catabolismo predomina durante a pratica
de exercicio fisico e possui como objetivo prover substrato para a producao de energia,
evidenciando alteracfes sistémicas (modulado de acordo com o tipo de exercicio e 0
estado nutricional do sujeito) dos niveis de metabdlitos relacionados a producdo de
energia tais como os intermediarios do ciclo dos é&cidos tricarboxilicos (TCA),
amino&cidos, cidos graxos livres, acetilcarnitinas, piruvato, lactato, glicose, glicerol,
corpos cetdnicos, e mediadores lipidicos (SAKAGUCHI et al., 2019; SCHRANNER et
al.,, 2020; STANFORD et al., 2018). Por outro lado, o anabolismo ocorre
predominantemente ap06s o término da préatica de exercicio e relaciona-se com processos
de reposicdo dos estoques energéticos e reparacdo e adaptacdo tecidual, sendo os
metabolitos principalmente relacionados a resolugdo do processo inflamatorio, a sintese
proteica, e a producdo de substratos energéticos, tais como mediadores lipidicos pré-
resolutivos (SPMs), &cidos graxos, e corpos cetbnicos (EGAN; ZIERATH, 2013;
MARKWORTH; MADDIPATI; CAMERON-SMITH, 2016; NIEMAN; MITMESSER,
2017; SCHRANNER et al., 2020).

Considerando os efeitos a longo prazo do exercicio fisico (treinamento fisico),
também é possivel observar alteracdes no metaboloma humano. Tais modificagGes sdo
observadas durante a pratica de exercicio (SCHADER et al., 2020) bem como na
condicéo de repouso (LUSTGARTEN et al., 2013; MORRIS et al., 2013). Enquanto 0s
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achados relativos ao metaboloma durante o exercicio evidenciam uma menor
perturbacdo metabolica, decorrente de um provavel aumento da eficiéncia da funcéo
mitocondrial e das vias bioenergéticas, nos individuos mais treinados (SCHADER et al.,
2020), os achados relativos ao metaboloma de repouso evidenciaram uma alteracdo no
perfil lipidico e principalmente uma reducéo dos niveis de aminoacidos no sangue, além
de uma alteracdo favorével no perfil dos metabdlitos relacionados a sensibilidade
insulinica (como a reducdo dos niveis de glicerol, glicose, e de aminoacidos de cadeia
ramificada - BCAAs) (KELLY; KELLY; KELLY, 2020; LEWIS et al., 2010;
LUSTGARTEN et al., 2013; LYNCH; ADAMS, 2014; MORRIS et al., 2013;
SCHADER et al., 2020; UM et al., 2013). Entretanto, as alteracfes do metaboloma
decorrentes do treinamento fisico (longo prazo) sdo discretas quando comparadas aos
efeitos de curto prazo do exercicio (SAKAGUCH]I et al., 2019).

Buscando entender melhor sobre os efeitos do exercicio fisico sobre o
metaboloma humano, o0 nosso grupo de pesquisa realizou uma revisdo sistematica
intitulada “Metabolomics-Based Studies Assessing Exercise-Induced Alterations of the
Human Metabolome: A Systematic Review” (SAKAGUCHI et al., 2019). Nesse trabalho
foi observado que além das alteracBes nos niveis de metabdlitos em decorréncia da
realizacdo de exercicio fisico discutidos anteriormente, a intensidade e a duracdo do
exercicio influencia fortemente no nimero de metabdlitos detectados, bem como na
magnitude da diferenca entre o estado pré- e imediatamente pos-exercicio sobre os
niveis dos metabdlitos. Além disso, foi também verificado que a perturbacdo metabdlica
resultante do estresse fisico é transiente, evidenciando disturbios minimos e com 0s
valores dos metabolitos alterados muito proximos da condicdo pré-exercicio em apenas
um dia ap6s o término do exercicio, mesmo em condicfes extenuantes. Tais achados
despertaram o interesse em entender sobre a relacdo entre os efeitos metabolicos de
curto e longo prazo decorrentes do exercicio fisico e as adaptacdes fisioldgicas

proporcionadas pela pratica de exercicio fisico.

As adaptagdes induzidas pelo exercicio fisico acontecem devido a repeticdo dos
efeitos de curto prazo de maneira equilibrada e com intervalos adequados entre os
estresses fisicos (NIEMAN; MITMESSER, 2017). Parte das adaptacfes € governada
por metabolitos bioativos, chamados de mediadores lipidicos, que possuem forte
influéncia no processo inflamatério e biomodulacéo sistémica (GABBS et al., 2015;
MARKWORTH; MADDIPATI; CAMERON-SMITH, 2016). Dentro do grupo de
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mediadores lipidicos, destacam-se as “oxilipinas”, que sdo classificadas como acidos
graxos poli-insaturados oxidados derivados do Omega-3 (©-3) e Omega-6 (w-6), e que
participam de processos relacionados a coagulagdo sanguinea, ativacdo de celulas
imunes, producdo de citocinais, tbnus dos vasos sanguineos e regulacdo do fluxo
sanguineo, pressdo arterial, excrecdo de sodio, reparacdo de tecidos lesionados, e
adaptacdo tecidual (DUBOIS et al., 1998; GABBS et al.,, 2015; MARKWORTH;
MADDIPATI; CAMERON-SMITH, 2016; POWELL; ROKACH, 2015; SERHAN et
al., 2015; SHEARER; WALKER, 2018; SHOIEB; EL-SHERBENI; EL-KADI, 2018;
SPECTOR; KIM, 2015). Fruto de suas funcgdes bioldgicas, as oxilipinas tém sido
comumente estudadas no contexto do estresse fisico de curto prazo, entretanto, alguns
estudos também relataram diferencas nos niveis desses metabdlitos apds semanas de
treinamento fisico (GARCIA-FLORES et al., 2018; MEDINA et al., 2012).

Devido a importancia bioldgica das oxilipinas e o avanco tecnoldgico da
bioinformatica e de técnicas analiticas como a espectrometria de massas, o0 estudo do
efeito do exercicio fisico sobre os niveis sistémico e/ou tecidual desses metabolitos
cresceu exponencialmente na ultima década, sendo a metaboldmica a ciéncia utilizada.
Considerando esse contexto, e a necessidade de uma compreensdo expandida sobre a
relacdo das oxilipinas com o exercicio fisico, surgiu o interesse na realizacdo do
primeiro estudo dessa tese intitulado: “Resposta das oxilipinas ao exercicio agudo e
cronico: uma revisao sistematica”. Esse estudo foi publicado no peridédico Metabolites
com o titulo “Oxylipin Response to Acute and Chronic Exercise: A Systematic Review”
(https://www.mdpi.com/2218-1989/10/6/264) (ANEXO A). Tal revisdo sistematica teve

como proposito sintetizar a dindmica de geracao e consumo de oxilipinas produzidas em

resposta ao estresse de curto e longo prazos proporcionados pelo exercicio fisico, bem

como os efeitos dessa dindmica no organismo.

Considerando o efeito benéfico do exercicio fisico sobre o perfil metabdlico e
em processos regulatérios e adaptativos, surgem questionamentos sobre como a pratica
de exercicio fisico impacta no perfil metabélico de individuos sob influéncia de diversas
condi¢des consideradas patologicas ou fisiologicas. Alguns estudos evidenciaram
diferencas no metaboloma entre as condicGes de pré- e pds-treino em individuos obesos,
assim como também diferencas no perfil metabolico entre sujeitos saudaveis e com
diabetes melitus submetidos ao exercicio fisico (BRENNAN et al., 2018; BRUGNARA
et al.,, 2012; GRAPQV et al., 2019). Entretanto, pouco se sabe sobre o impacto do
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exercicio fisico no metabolismo na condicdo do processo natural de envelhecimento, o

qual todos os individuos estdo sujeitos.

O processo de envelhecimento é caracterizado por profundas transformacdes e
alteracOes de fungdes em todos os niveis orgénicos, desde 6rgdos e sistemas a células e
organelas (YU et al.,, 2012). Com a bioguimica celular complexa e constituida por
diversas alteracdes nos niveis de diferentes tipos de moléculas, a metabolémica tem se
mostrado uma ferramenta importante para a investigacdo dessas modificacOes
(HOFFMAN et al., 2017; MENNI et al., 2013; YU et al., 2012). Diversos metabélitos
de diferentes classes quimicas, como aminoacidos, carboidratos e lipidios, dentre
outros, estdo associados ao processo de envelhecimento, apresentando comportamentos
variados a respeito de seus niveis séricos com o avancar da idade, estando de acordo
COm 0s processos que os mesmos se relacionam (JOVE et al., 2016; LAWTON et al.,
2008; MENNI et al., 2013; SAITO et al., 2016; YU et al., 2012). E possivel citar, por
exemplo, a reduco progressiva da nicotinamida adenina dinucleotideo oxidado (NAD")
[metabdlito intimamente envolvido com a via bioenergética, controle do estresse
oxidativo, reparacdo do &cido desoxirribonucleico (DNA) e cofator para proteinas
ativadoras de genes de longevidade] e o aumento progressivo da homocisteina
(metabdlito relacionado com doencas cardiovasculares e processos ateroscleroticos,
reducdo da modulacdo parassimpatica cardiaca, encurtamento de teldmeros de células
imunes e inflammaging) (MENDES et al., 2014; SELHUB, 1999; SPEK et al., 2019;
YAKU et al., 2018). Em geral, os metabolitos (que séo significativos no processo de
envelhecimento) relacionam-se, principalmente, com a alteracdo da composicdo da
membrana plasmatica, a alteracdo do metabolismo e disfuncdo mitocondrial, com o
processo inflamatorio (inflammaging) e o estresse oxidativo, porém eles também estdo
relacionados com diversas outras condigdes como resultado de mdaltiplos
comprometimentos e limitacGes de estruturas e processos celulares (CHENG et al.,
2015; COLLINO et al., 2013a; LOPEZ-OTIN et al., 2013, 2016; MARTIN;
MONTOLIU; KUSSMANN, 2017; REN et al., 2017; YU et al., 2012).

Os metabolitos envolvidos nesse processo comumente refletem a integridade de
sistemas organicos, como o0 sistema cardiovascular, o muscular e 0 nervoso
(CANFIELD; BRADSHAW, 2019; COLLINO et al., 2013b; JIANG et al., 2019;
SHOIEB; EL-SHERBENI; EL-KADI, 2018). A modulagdo autonémica cardiaca e o

consumo de oxigénio pico (VOzpico) Sdo indices que evidenciam a integridade e a
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aptiddo dos sistemas acima mencionados e sdo importantes indicativos do estado de
salde e do risco de morte (K WASSERMAN, 2004; PORTA et al., 2014; TASK
FORCE, 1996; WEHRWEIN; ORER; BARMAN, 2016). No envelhecimento organico,
observa-se uma reducdo da modulacdo parassimpatica cardiaca e um aumento da
modulacéo simpatica cardiaca, bem como uma reducéo do VOgpico, COMO consequéncia
de alteracdes como: reducdo da capacidade de resposta do nd sinusal ao fluxo simpético,
modificacfes morfoldgicas cardiacas e autondmicas periféricas, alteracdo da fungdo dos
adrenoreceptores, reducdo de massa muscular e aumento do infiltrado de gordura,
prejuizos da funcdo mitocondrial, e alteracbes morfologicas da caixa toracica e do
parénquima pulmonar (PANENI et al.,, 2017; PORTA et al., 2014; SHARMA,
GOODWIN, 2006; TAKAHASHI et al., 2012; TIELAND; TROUWBORST; CLARK,
2018). Tais condicdes observadas nesses sistemas sdo estudadas com as modificacdes
verificadas no metabolismo hd muito tempo (BENNETT; HOSKING; HAMPTON,
1975; KINGWELL et al., 1994; LUKASKI; BOLONCHUK; KLEVAY, 1989; TOTH
et al., 1994, 1996), entretanto, estudos utilizando métodos metabolémicos tém surgido
apenas na ultima década (LAWTON et al., 2008; MATHEW et al., 2019;
SAKAGUCHI et al., 2019) e ainda ndo avaliaram a integracdo da modulagédo
autonémica cardiaca e do VOgzpico com o metaboloma humano em individuos

aparentemente saudaveis.

O avanco tecnoldgico de ferramentas analiticas e de bioinformética, tem
propiciado o estudo do metabolismo (por meio da metabolémica) e da modulagéo
autondmica de maneira abrangente. Esse fato é interessante, pois as respostas de ajustes
do organismo sdo complexas e envolvem inimeros mecanismos regulatorios e
metabdlicos que ocorrem de maneira integrada e simultanea (K WASSERMAN, 2004;
WEHRWEIN; ORER; BARMAN, 2016). Posto isso, consideramos que a complexidade
do processo de envelhecimento pode ser melhor compreendida com a utilizagdo da
metaboldmica de maneira integrada com a modulagdo autonémica cardiaca e a aptiddo
cardiorrespiratdria justamente por possibilitar a investigacdo abrangente e simultanea de

diversos processos fisioldgicos envolvidos no envelhecimento.

Considerando os fatos acima expostos, procuramos investigar o impacto do
processo de envelhecimento considerando integradamente a modulagdo autondmica
cardiaca, aptiddo cardiorrespiratéria e o metaboloma do soro sanguineo. Assim,

conduzimos uma investigacdo intitulada: “Perspectiva integrativa do processo de



44

envelhecimento saudavel considerando o metaboloma, modulacéo autondmica cardiaca
e aptidao cardiorrespiratoria avaliadas por faixas etarias”. Esse estudo foi publicado
no periodico Scientific Reports com o titulo “Integrative perspective of the healthy
aging process considering the metabolome, cardiac autonomic modulation and
cardiorespiratory fitness evaluated in age groups”
(https://www.nature.com/articles/s41598-022-25747-5) (ANEXO B). Este estudo

procurou avaliar os efeitos do envelhecimento saudavel por meio de faixas etarias

considerando a analise integrada do metabolismo, controle autonémico cardiaco, e
aptidao cardiorrespiratdria em individuos aparentemente saudaveis e sem fatores de

risco.

Portanto, essa tese é composta de 2 estudos que estdo apresentados nas proximas

sessdes no formato de manuscrito e escritos na lingua portuguesa.

OBJETIVOS
1 Geral

O objetivo geral dessa tese foi de investigar, por meio de estratégias
metaboldmicas, como agentes estressores naturais do organismo, tais como o exercicio
fisico e o envelhecimento organico, refletem no perfil das oxilipinas e na integracdo do
metabolismo com a modulacdo autondmica cardiaca e a aptiddo cardiorrespiratoria,

respectivamente, em individuos aparentemente saudaveis.
1.1. Especificos
1.1.1. Estudo 1

Investigar os efeitos fisioldgicos potenciais de curto e longo prazos do exercicio

fisico nas respostas das oxilipinas, com énfase em suas vias enzimaticas.
1.1.2. Estudo 2

Investigar, de maneira integrada, o curso temporal de variaveis do metaboloma

humano e de variaveis relacionadas & modulacdo autonémica cardiaca e a aptiddo


https://www.nature.com/articles/s41598-022-25747-5
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cardiorrespiratéria no envelhecimento, em diferentes faixas etarias considerando

individuos aparentemente saudaveis e sem grandes fatores de risco.
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ESTUDO 1

Resposta das oxilipinas ao exercicio de curto e longo prazo: uma revisdo

sistematica

Etore De Favari Signini*, David Christopher Nieman?, Claudio Donisete Silva', Camila
Akemi Sakaguchi' e Aparecida Maria Catai’

YLaboratério de Fisioterapia Cardiovascular, Departamento de Fisioterapia,
Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Carlos, Sdo Paulo, Brasil.
?Laboratério de Performance Humana, Campus de Pesquisa da Carolina do Norte,

Appalachian State University, Kannapolis, Estados Unidos

1 Introducéo

As oxilipinas sdo acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) oxidados e sdo
conhecidas por participarem de diversos processos fisiologicos como mediadores
lipidicos (GABBS et al., 2015; MARKWORTH; MADDIPATI; CAMERON-SMITH,
2016; SPECTOR; KIM, 2015). As PUFAs sdo liberadas a partir dos fosfolipidios
encontrados nas membranas celulares e sdo oxidadas a partir da atividade de trés
sistemas enzimaticos, sendo eles constituidos pelas enzimas ciclooxigenases (COX),
lipoxigenases (LOX) e citocromo P450 (CYP) (GABBS et al.,, 2015; MASSEY;
NICOLAOQU, 2011; WILLENBERG; OSTERMANN; SCHEBB, 2015). Os principais
acidos graxos utilizados na geracdo das oxilipinas sdo o acido araquiddnico (AA), acido
adrénico (AAd), &cido linoleico (AL), acido a-linoleico (AaL), acido docosahexaenoico
(AD), acido eicosapentaendico (AE) e acido dihomo-y-linolénico (ADyL) (GABBS et
al., 2015; MASSEY; NICOLAOQU, 2011).

Os niveis plasmaticos das oxilipinas podem ser alterados por alguns estados de
doenca e sofrem influéncia do estado nutricional e de estressores mentais e fisioldgicos
(LYNES et al.,, 2017; MARKWORTH; MADDIPATI; CAMERON-SMITH, 2016;
NIEMAN; MITMESSER, 2017; SHEARER; WALKER, 2018; STARK et al., 2016;
ZIMMER et al., 2018). Os efeitos de curto e longo prazos do exercicio fisico possuem
um forte efeito sobre a inflamac&o e a fungdo imunologica, e as oxilipinas parecem estar
envolvidas em um nivel regulatorio (MARKWORTH; MADDIPATI; CAMERON-
SMITH, 2016; NIEMAN; LILA; GILLITT, 2019; NIEMAN; MITMESSER, 2017
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NIEMAN; PENCE, 2019; NIEMAN; WENTZ, 2019). Tal relagdo em potencial tem
estimulado o interesse em avaliar os efeitos de diferentes cargas de trabalho de exercicio
sobre a producdo de oxilipinas a partir dos sistemas enziméaticos COX, LOX e CYP,
considerando também os efeitos interativos com diferentes formas de suporte
nutricional (NIEMAN; LILA; GILLITT, 2019; NIEMAN; MITMESSER, 2017). Isto
tem sido impulsionado pela medicdo de um numero crescente de oxilipinas como
consequéncia dos avancos na técnica de espectrometria de massas (MS) e do suporte da
bioinformatica (MARKWORTH; MADDIPATI; CAMERON-SMITH, 2016). Além
disso, as oxilipinas ndo sdo armazenadas, mas sim geradas por sistemas enzimaticos em
resposta a varios tipos de estressores, o que proporciona uma forma efetiva de avaliar as
influéncias das doses dos estressores (LYNES et al., 2017; MARKWORTH,;
MADDIPATI; CAMERON-SMITH, 2016; NIEMAN; MITMESSER, 2017; STARK et
al., 2016).

A érea cientifica que avalia a relacdo do exercicio sobre a geracdo e consumo
das oxilipinas é emergente, porém um ndmero suficiente de estudos ja& foram
publicados, 0 que proporcionou a tabulacdo sistematica dos tipos de oxilipinas geradas
durante diferentes cargas de trabalho de exercicio. Assim, 0 objetivo desta revisdo
sistematica foi de investigar as respostas das oxilipinas relacionadas aos efeitos de curto
e longo prazos do exercicio fisico por suas vias enzimaticas e fornecer informagdes
sobre os efeitos fisiologicos potenciais. As conclusbes derivadas desta revisdo

fornecerdo informacdes estruturadas baseadas em evidéncias para investigacdes futuras.
2 Materiais e Métodos

Este estudo foi realizado com base nas diretrizes do Preferred Reporting Items
for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (LIBERATI et al., 2009). Foi
utilizada a ferramenta eletrbnica padronizada gratuita State of the Art through
Systematic Review (StArt) (FABBRI et al., 2016) para a selecdo dos estudos e a
extracdo dos dados de maneira sistematizada. A revisdo foi registrada Prospero (ID:
CRD42020164772) no dia 20 de Janeiro de 2020.

2.1. Estratégia de Busca

A busca eletrénica foi realizada no dia 10 de marco de 2020 com o0s termos

MeSH selecionados: “Humans”, “Exercise”, “Physical Activity”, “Sports”, “Oxylipins”,
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“Lipid Mediators”, com base no modelo PICOS (Tabela 1) (LIBERATI et al., 2009).
No dia 25 de maio de 2020 foi realizada uma nova busca, utilizando os mesmos termos,
para uma atualizacdo. A extracdo dos artigos foi feita a partir das bases de dados:
PubMed (via National Library of Medicine), Web of Science, SCOPUS (Elsevier),
Cochrane, e Science Direct. Adicionalmente, a estratégia de busca foi conduzida
utilizando os recursos dos bancos de dados para selecionar apenas estudos com
humanos e em lingua inglesa. Posteriormente ao processo de extracdo dos artigos das
bases de dados, foi realizada a sele¢do dos artigos com base nas seguintes etapas: (1)
avaliacdo de forma independente dos titulos e resumos quanto a relevancia por dois
pesquisadores (EFS e CDS); (2) leitura completa do texto dos estudos potencialmente
elegiveis. Um terceiro pesquisador independente (CAS) acompanhou o processo de
inclusdo para solucionar eventuais divergéncias entre os dois pesquisadores principais.
As referéncias dos estudos incluidos foram verificadas para uma possivel adicdo de
documentos relevantes. O fluxograma do processo de selecdo dos estudos esta
representado na figura 1.

Tabela 1. Estratégia PICOS

PICOS
Populagédo Individuos adultos saudaveis
Intervencéo Influéncia do exercicio fisico
Comparador Condicdo sem exercicio/intervencdo
Resultado Oxilipinas relacionadas ao exercicio fisico
Desenho de Estudo Estudos Analiticos

PICOS: Populacéo, Intervencdo, Comparador, Resultado e Desenho de estudo. Tabela adaptada de
Signini et al., 2020, Metabolites, DOI: 10.3390/metab010060264.

2.2. Critério de Incluséo e Exclusao

A inclusdo dos estudos esteve em conformidade com os seguintes critérios: (1)
Amostra total ou parcial (uma parte separada) composta por humanos adultos e
saudaveis; (2) Utilizacdo de amostras de soro, plasma, urina ou biépsia muscular por
meio da Espectrometria de Massas (MS) para a mensuragdo e analise de uma lista de
oxilipinas; e (3) exercicio como o principal indutor de perturbacdo metabdlica. A
exclusdo dos artigos aconteceu de acordo com 0s seguintes criterios: (1) foco em apenas
um metabdlito; (2) artigo ndo escrito em lingua inglesa; (3) ndo inclusdo de um método

de andlise apropriado; (4) inclusdo de criangas, idosos, ou individuos com qualquer
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patologia ou fator de risco (como hipertensdo, dislipidemia, tabagismo/alcoolismo, e

obesidade); (5) amostra composta somente por animais ou modelos in vitro.

2.3. Extracéo de Dados

Os seguintes dados foram extraidos dos estudos selecionados usando
procedimentos previamente relatados por nosso grupo (SAKAGUCHI et al., 2019):
nome do primeiro autor e ano de publicacdo, caracteristicas dos participantes e grupos
(populacdo, tamanho da amostra, grupos, sexo, idade, nivel de atividade fisica),
elementos do projeto de pesquisa (tipo de pesquisa, modo de exercicio), intensidade e
duragdo do exercicio, via(s) enzimatica(s) analisada(s), procedimentos
metabololipidémicos (plataforma analitica, dados de metabdlitos), matriz e comentarios
resumidos. Além disso, as oxilipinas determinadas como consequéncia do exercicio
fisico foram resumidas em esquema e tabela. Foram utilizados apenas dados dos grupos
ou periodos (este Ultimo considerado apenas para estudos cruzados) caracterizados

como placebo e/ou sem intervengéo nutricional.
2.4. Avaliacdo da Qualidade dos Estudos

Os estudos foram avaliados qualitativamente por meio de um sistema de
pontuacdo criado especificamente para estudos metabolémicos (SAKAGUCHI et al.,
2019) (Tabela 2). Os estudos foram classificados de acordo com as pontuacfes como
excelente (11-9), bom (8-6), regular (5-4), e ruim (<4).
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Tabela 2. Definicdo de pontuacdo ajustada para avaliacdo da qualidade dos estudos de lipidémica

Critérios de Pontuacéo

Seccédo

Pontuacéo

Maéaxima

Aspectos

Pontuacdo Atribuida

Desenho do
Estudo

NUmero de

Participantes

Caracteristica
do Estudo

Estudos Paralelos
0-n<20
2-n>20

Estudos Cruzados
0-n<13
2-n>13

— Grupo Controle Randomizado
—Matriz apropriada
— > 2 momentos de coleta

— Duragdo > 3 semanas (somente estudos de longo prazo)

0 — Nenhum dos itens prévios
1 — Pelo menos 2 critérios dos 3 primeiros listados

2 —Todos os 3 primeiros critérios listados

Metodologia

Método de

Analise

Suporte
Estatistico

1 - <10 oxilipinas mensuradas usando metabolémica global
2 —10-40 oxilipinas mensuradas usando um painel de oxilipinas target por meio
da LC-MS/MS
3 —>40 oxilipinas mensuradas usando um painel de oxilipinas target por meio
da LC-MS/MS
0 — Estatistica univariada
1 - Estatistica univariada + andlises adicionais para classificar e agrupar os
dados e para controlar os fatores de confuséo
2 — Estatistica univariada + PCA, OPLS-DA, PLS-DA, ou procedimentos

bioinformaticos avancados semelhantes

Novidade

2

0-2 — Nova informacéo na literatura

LC-MS/MS: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem; OPLS-DA:
andlise discriminante de minimos quadrados parciais ortogonais; PCA: analise de componentes
principais; PLS-DA: anélise discriminante de minimos quadrados parciais. Tabela adaptada de Signini et
al., 2020, Metabolites, DOI: 10.3390/metab010060264.

3 Resultados

Foram identificados 1.749 documentos (Figura 1) a partir da busca na literatura.

Apenas nove artigos foram incluidos na anélise final como consequéncia da excluséo de

documentos duplicados e estudos que nédo atendiam aos critérios de incluséo (Tabela 3).

Dentre os motivos de exclusédo, os mais destacados durante o processo de selecédo

foram: estudos com participantes que ndo se adequavam aos critérios de inclusdo

(animais, criangas ou idosos, e pessoas com patologia) e que ndo apresentavam um foco

sobre os efeitos do exercicio na geracgao de oxilipinas.
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(@} . . .
T Base de dados: Cochrane, PubMed, Science Direct, Scopus, e Web of Science

On

8 Termosusados: “Oxylipins”, “Lipid Mediators”, “Exercise”, “Physical Activity”, “Sports”,e “Humans”
= Limites: humano, artigos originais, e lingua inglesa

d

c

(3]
©

|resu|tados dabusca (n=1749)
Artigos selecionados com base no titulo e no resumo apdsa remocéao dasduplicatas (n = 1556)

% Excluidos:

o] Estudos ndo originais, estudos ndo experimentais, estudos com animais, estudos sem exercicio, estudos
- com criangas ou idosos, estudos metodolégicos, e estudos apenas com individuos doentes (n = 1546)
[«B]

© Incluidos (n = 10)

C

©

—_ Excluidos:

e Estudos com metodologia pobre, estudos que enfatizaram apenas um metabélito, estudos que utilizaram
a idosos, e estudos que ndo enfatizaram a relagdo entre exercicio e oxilipinas (n =4)

D

Ll

Estudos adicionados de outras fontes ou dalista de
referéncias dos estudos incluidos para elegibilidade (n = 3)

Incluidos:

Estudos submetidos & analise qualitativa

Incluidos na revisdo (n = 9)

Incluidos

Figura 1. Resultados do fluxograma de revisdo. Figura adaptada de Signini et al., 2020, Metabolites,
DOI: 10.3390/metabo10060264.

A Tabela 3 evidencia a classificacdo dos estudos conforme os critérios definidos
na Tabela 2. Dois estudos foram classificados com qualidade excelente (NIEMAN et
al., 2019, 2020), trés como boa (GARCIA-FLORES et al., 2018; MARKWORTH et al.,
2013; VELLA et al., 2019), um como regular (GOLLASCH et al., 2019) e trés como
pobre (GIORDANO et al., 2011; MEDINA et al., 2012; NIEMAN et al., 2014).
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Tabela 3. Classifica¢fes dos estudos de acordo com o sistema de pontuacdo da Tabela 2.

Desenho do Estudo Metodologia
Autores, . Pontuagéo o
L NUmero de Caracteristicas ~ Métodos de Suporte Novidade . Classificacdo
Ano de publicagdo Final
Sujeitos do Estudo Anélise Estatistico
Nieman et al. (2019) 2 2 3 2 2 11 Excelente
Nieman et al. (2020) 0 2 3 2 2 9 Excelente
Garcia-Flores et al. (2018) 2 2 3 0 1 8 Bom
Markworth et al. (2013) 0 2 3 1 2 8 Bom
Vella et al. (2019) 0 1 3 0 2 6 Bom
Gollach et al. (2019) 0 1 3 0 1 5 Regular
Nieman et al.(2014) 0 1 1 0 1 8 Pabre
Giordano et al. (2011) 0 1 1 0 1 8 Pabre
Medina et al. (2012) 0 0 1 0 1 2 Pobre

Tabela adaptada de Signini et al., 2020, Metabolites, DOI: 10.3390/metabo10060264.

As caracteristicas e os principais achados de cada estudo estdo resumidos na
Tabela 4. As respostas das oxilipinas ao efeito de curto prazo do exercicio foram
observados por 7 estudos (GIORDANO et al.,, 2011; GOLLASCH et al., 2019;
MARKWORTH et al., 2013; NIEMAN et al., 2014, 2019, 2020; VELLA et al., 2019) e
o efeito do treinamento fisico por 2 estudos (GARCIA-FLORES et al., 2018; MEDINA
et al., 2012). Aléem disso, os efeitos de curto prazo de exercicios resistidos foram
verificados em 2 estudos (MARKWORTH et al., 2013; VELLA et al., 2019), enquanto
que 1 estudo verificou o efeito de curto prazo resultante de um teste de esteira
incremental executado até o maximo suportado (GOLLASCH et al., 2019), e outros 6
estudos avaliaram os efeitos de curto e longo prazos a partir de exercicios aerobicos
(GARCIA-FLORES et al., 2018; GIORDANO et al., 2011; MEDINA et al., 2012;
NIEMAN et al., 2014, 2019, 2020).

Na Tabela 5 e na Figura 2 estdo destacadas as principais vias metabolicas, as
oxilipinas, e a magnitude das alteracdes relatadas nos estudos. Oxilipinas oriundas das
vias COX, LOX, CYP, e ndo enzimaticas, foram estudadas em urina, soro e plasma
sanguineos, ou amostras de bidpsia muscular, dependendo do proposito da pesquisa e da
plataforma analitica utilizada. Apesar de alguns estudos incluirem intervencao
nutricional (GARCIA-FLORES et al., 2018; NIEMAN et al., 2019, 2020) ou
medicamentosa (ibuprofeno) (MARKWORTH et al., 2013), esta revisdo sistematica

teve como objetivo avaliar apenas o efeito do exercicio sobre os niveis das oxilipinas.
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Autores, Populacéo do Exercicio, Vias Plataforma
Ano de putag Desenho do Estudo Intensidade e A o Matriz Principais Achados/Efeito do Exercicio
S Estudo ~ Enzimaticas Analitica
publicacdo Duracdo
. Cruzado, randomizado, duplo-cego, e controlado por placebo. Treinamento de
16 triatletas ] - L2 s . -
_ (10 homens triatlo em dlfe(entes condigdes: Pré intervencéo (15 dias), treinamento Treinamento o
Garcia- 19.0+17 controlado (15 dias), placebo ou bebida suplementar com desenho cruzado alta ' COX, LOX, e UHPLC- 37 oxilipinas detectadas, com pequenas
Flores et al. T (100 dias) e com intervalo entre as condicdes (10 dias), e controle pds- . . vias ndo- Urina diminuigdes em F,-1soPs e PGF,,, e pequenos
anos, e 6 . - . . e intensidade, L MS/MS
(2018) treinamento (15 dias). O treinamento foi baseado na escala de carga objetiva . enzimaticas aumentos em PGDM, 11-B-PGF, e PGE;.
mulheres 21,1 NP e longa duragdo
(ECOs). Momentos das coletas das amostras de urina: pré e pés-cada condicéo
+ 3,0 anos)
(durante 24 horas).
15 triatletas
Medina et (18 gimf gs Treinamento intenso de triatlo por duas semanas (ciclismo, natacao, corrida). Tremaa}?;ento, COX e vias UPLC- 13 oxilipinas detectadas, com pequenas
L Sem grupo controle. Momentos das coletas das amostras de urina: pré e pés . - néo- QqQ- Urina diminuigdes em F,-1soPs, tetranor-PGEM e
al. (2012) anoseb5 - intensidade, S
treinamento (durante 24 horas). « enzimaticas MS/MS 11-B-PGF,, € um aumento em 6-keto-PGF,.
mulheres 21,8 longa duragdo
+ 3,0 anos)
14 individuos PO - l | . de bicicl 6 oxilininas d d
saudaveis de Em trés visitas, os participantes realizaram aleatoriamente testes de bicicleta ) oxilipinas detectadas, com pequenos
| submaximos por 20 minutos a 30%, 60%, e 80% da prdpria carga maxima de Baixa, aumentos apos o exercicio a 80% da
evea balho. E isita adicional, um teste foi realizado a 60% d idad derad idade maxima de trabalho em 8,9
Giordano et moderadamen  trabalho. Em uma visita adicional, um teste foi realizado a 60% da capacidade moderada e UPLC- _ capacidade méaxima de trabalho em 8,9-
- maxima de trabalho por 40 minutos. Momentos das coletas das amostras de alta CYP Plasma DIHETrE, 11,12-DiHETYE, 14,15-DiHETrE e
al. (2011) te ativos (6 o icio. durant o 20 mi ) icio (2 . idad MS/MS 55 40 mi 3 60% d idad
homens e 8 sangue: pré-exercicio, durante o exercicio (aos 0 mlnutqs)_ e pos-_exercmo’( intensidade, apds 40 minutos a 60% da capacidade
minutos ap6s) nas trés visitas, e pré-exercicio e pés-exercicio (2 minutos apds),  curta duragéo méxima de trabalho para 14,15-EpETrE e
mulheres, 36,9 . . L N\ -
e durante o exercicio (aos 39 minutos) na visita adicional. 14,15-DiHETTE.
+ 8,4 anos)
6 individuos Os individuos realizaram um teste de esteira incremental maximo. Momentos 56 oxilipinas detectadas, com pequenos
Gollasch et saudaveis (5 das coletas das amostras de sangue: pré-exercicio (10 minutos antés) durante o Alta aumentos em 5,6-DIHETIE, 12,13-EpOME,
al. (2019) homense 1 exercicio (quando a fre uénciga cér%iaca atingiu 150 bpm) és-exe;'cicio © intensidade, LOX e CYP LC-MS/MS Plasma 5,6-DIHETE, 17,18-DiHETE. A maioria deles
' mulher 38,0 + q quenc tng pm). p curta duracéo voltou préximo aos valores pré-exercicio 10
minutos e 10 minutos). - . PR o
15,0 anos) minutos apos o término do exercicio.
16 hpm_ens Paralelo ran,dc_nm_lzadq com dois grupos: placebo e medl'camgqto (ibuprofeno). 87 oxilipinas detectadas com aumentos
saudaveis (2 O exercicio incluiu um aquecimento de 10 minutos; 3 séries de 8 a 10 _— B e
L . o. x . Resistido de discretos a moderados em 29 oxilipinas,
Markworth ~ grupos com 8 repeticoes de agachamento com barra; leg press 45 °; e extenséo do joelho a alta COX LOX e especialmente entre 1 e 3 horas anés o
etal. individuos 80% de 1 RM. Circuito com 1 minuto de recuperacao entre as séries, 3 . . . ' LC- MS/MS Soro pe o pos o
. P ~ intensidade, CYP exercicio. A maioria delas voltaram proximo
(2013) cada23+1,3 minutos de recuperacao entre as estagdes. Momentos das coletas das amostras - . o
Lo A ot ; . curta duragao aos valores pré-exercicio entre 3 e 24 horas
anos e 23,0 + de sangue: apds jejum de 10 horas; pré-exercicio (15 minutos antes), e pos- an6s 0 término do exercicio
0,5 anos) exercicio (0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; e 24 horas ap0s). P '
Paralelo, randomizado, duplo-cego, e com intervencéo controlada por placebo.
59 ciclistas Periodo de suplementacéo de duas semanas (p6 de mirtilo liofilizado ou Alta Grandes aumentos nas concentracoes
Nieman et L placebo) seguido por um contra-rel6gio de 75 km (consumindo apenas agua ou . - COX, LOX, e plasméticas de 64 de 67 oxilipinas detectadas,
saudavis (38,6 . A s - intensidade, LC-MS/MS Plasma s PR o
al. (2020) agua com bananas). Quatro grupos (agua + mirtilo / mirtilo + banana / banana « CYP com a maioria perto dos niveis pré-exercicio
+ 1,5 anos) . . longa duragdo . :
+ placebo / 4gua + placebo). Momentos das coletas das amostras de sangue: dentro de 5 horas pos-exercicio.
pré-exercicio, pos-exercicio (0; 1,5; 3; 5; 24; e 48 horas ap0s).
Nieman et 20 ciclistas Randomizado, cruzado e contrabalanceado. Quatro sessdes de contra-rel6gio Alta COX, LOX, e LC-MS/MS Plasma Grandes aumentos nas concentracoes
al. (2019) saudaveis de ciclismo de 75 km, 2 semanas de intervalo entre as sessdes. Quatro grupos intensidade, CYP plasmaticas de 43 de 45 oxilipinas detectadas,
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(39,1+24
anos)

19 ciclistas

Nieman et masculinos

al., (2014) (38,1+1,6
anos)

12 homens
ativos
recreacionais
(22,1+0,6
anos)

Vella et al.
(2019)

(banana Cavendish / mini banana amarela / bebida com agucar / 4gua).
Momentos das coletas das amostras de sangue: pré-exercicio, pés-exercicio (0;
0,75; 1,5; 3; 4,5; 21; e 45 horas)

Os participantes realizaram um contra-relégio de 75 km de bicicleta sem
qualquer bebida ou alimento contendo energia ou nutrientes. Momentos das
coletas das amostras de sangue: pré-exercicio e pds-exercicio (0; 1,5; e 21
horas ap6s)

Sessdo Unica de exercicio de extensdo unilateral de joelho concéntrica e
excéntrica isocinética maxima, trés séries de 12 repeticbes maximas, 2 minutos
de descanso entre as séries. Momentos das coletas das amostras de bidpsia:
pré-protocolo, pés-protocolo (2; 4; e 24 horas ap6s)

longa duragdo

Alta
intensidade,
longa duragdo

Resistido de
alta
intensidade,
curta duragéo

LOX e CYP

COX, LOX, e
CYP

UHPLC-
MS/MS e
GC-MS

LC-MS/MS

Plasma

Biopsia
Muscular
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com a maioria das oxilipinas com os niveis
préximos ao pré-exercicio dentro de 4,5 horas
pos-exercicio
Grandes aumentos em 9-HODE, 13-HODE,
9,10-DIHOME e 12,13-DiHOME, com a
maioria dos niveis proximos ao pré-exercicio
entre 1,5 e 21 h pds-exercicio
84 oxilipinas detectadas. Aumentos discretos
a moderados em 22 oxilipinas 2 horas apds o
término do exercicio, incluindo TXB,, PGE,,
PGF,,, 15d-D12,14-PGJs, 12-0x0-LTB,, 20-
COOH-LTB,, 5-HETE, 12-HETE, tetranor
12-HETE, 15-HETE, 12-HEPE, 4-HDoHE, 7-
HDoHE, 14-HDoHE, 5,6-EpETYE, 11,12-
DIiHETTE e 14,15-DIiHETrE. A maioria dos
niveis das oxilipinas voltaram préximo aos
valores pré-exercicio 4 horas ap6s o término
do exercicio

20-COOH-LTBy,: 20-carboxi-leucotrieno B,; COX: ciclooxigenase; CYP: citocromo P450; DIiHETE: é&cido dihidroxi-eicosatetraendico; DIHETYE: &cido dihidroxi-
eicosatriendico; DIHOME: acido dihidréxi-octadecendico; 15d-D12,14-PGJ;: 15-desoxi-delta-12,14-prostaglandina J;; EpETIE: acido epoxi-eicosatriendico; EpOME: acido

epoxi-octadecendico; GC-MS: cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas;

HDoHE: 4cido hidréxi-docosahexaendico; HEPE: acido hidréxi-

eicosapentaendico; HETE: acido hidrdxi-eicosatetraendico; HODE: acido hidroxi-octadecadienoico; IsoPs: isoprostanos; 6-keto-PGF,,: 6-ceto-prostaglandina F,,; LC-
MS/MS: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem; LOX: lipoxigenase; LT: leucotrieno; 12-oxo-LTB,: 12-oxo-leucotrieno By, PG:
prostaglandina; PGDM: metabdlito da prostaglandina D; 11-B-PGF,,: 11B-prostaglandina F,,; tetranor-PGDM: metabdlito de tetranor-prostaglandina D; tetranor-PGEM:
metabdlito de tetranor-prostaglandina E; TX: tromboxano; UHPLC-MS/MS: cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em tandem;
UPLC-QqQ-MS/MS: cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas triplo quadrupolo em tandem; UPLC-MS/MS: cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em tandem. Tabela adaptada de Signini et al., 2020, Metabolites, DOI: 10.3390/metab010060264.



Tabela 5. Oxilipinas medidas em cada estudo como efeito do exercicio fisico, com suas respectivas magnitudes de mudanga.

Estudos
Giordano et al. Medina et al. Markworth et al. Nieman et al. Garcia-Flores et al. Nieman et al. Gollach et al. Vellaet al. Nieman et al.
Vias (2011) (2012) (2013) (2014) (2018) (2019) (2019) (2019) (2020)
Curto prazo Longo prazo Curto prazo Curto prazo Longo prazo Curto prazo Curto prazo Curto prazo Curto prazo
(curta duragdo) (longa duragéo) (curta duragdo) (longa duragéo) (longa duragéo) (longa duragéo) (curta duragdo) (curta duragdo) (longa duragéo)
11 TXB, MTXB,
2
Tetranor-PGEM 1 PGE, PGDM 11 TX8; 1 12-HHTE 11 PGE;
11-B-PGF, 11 12-HHTrE 1 PGE;
- 11-B-PGFy, 1 15-keto-PGE, - - 11 dh-PGE,
COoX PGE; T PGFM 1 PGFy,
6-keto-PGF, 1 15-keto-PGF,, PGF +1 18-HEPE + 150-D12.14- 11 TXB,
6-keto-PGF, e PGl | 11 TXBs
13,14-dihydro- s 1 PGE;
15-keto-PGE; 1 18-HEPE
T RVE; RVE,
i 1 5-HETE
IR t 5-0x0-ETE
TTT oHETE 115,15-DiHETE
) 11 8-HETE
1 12-HETE i ié:gg 11 9-HETE
15,12-DIHETE T;TT SHETE 11 11-HETE
1 Tetranor-12- I:EaTI(E) 1 5-HETE 11 12-HETE
HETE 11 15-HETE 1 12-HETE 1 12-ox0-ETE
1 15-HETE 1 9-HODE 11 Tetranor 12- 11 Tetranor 12-
15-0x0-ETE T; oG HETE HETE
1 LTB, + 9-HODE £ 13-HODE 1 12-0x0-LTB; 1 15-HETE
LOX - - 1 LXA, - 1 20-COOH- 1 15R-LXA,
1 13-HODE 1 13-0x0-ODE
1 LXB, 11 5-HETE LTB, 11 9-HODE
1 9-ox0-ODE 8-HETIE 1 4-HdoHE 11 9-0x0-ODE
1 13-HODE TTTTl e 1 7-HdoHE 11 13-HODE
13-ox0-ODE 4-HdoHE 1 14-HdoHE 11 13-0x0-ODE
110(S),17(S)- pe ot 11 12-HEPE 11 5-HETTE
DiHDOHE Ul 11 8-HETrE
11 10-HdoHE
1 RVD;  13-HdoHE 1 15-HETIE
1 4-HdoHE
11 14-HdoHE
11 7-HdoHE
1 16-HdoHE
11 5-HEPE 11 8-HdoHE
11 10-HdoHE

61

11 > 8 vezes; 11 de 4 a 8 vezes; 1 de 2 a 4 vezes; 1 < 2 vezes. Respostas tardias (depois de 5 horas do término do exercicio) estdo representadas em escala descolorida. As
setas representam o nimero de vezes da diferenga entre as condigGes pré e pos-exercicio (considerando o maior valor de diferenca obtido para cada metabdlito). As cores de
fundo representam as vias metabdlicas: COX (vermelho), LOX (azul), CYP (verde) e via ndo enzimatica (laranja). Os metabolitos reportados séo aqueles que apresentaram
diferenca estatistica entre a condicéo pré e pos-exercicio. Tabela adaptada de Signini et al., 2020, Metabolites, DOI: 10.3390/metab010060264.
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Vias Giordano et al. Medina et al. Markworth et al. Nieman et al. Garcia-Flores et al. Nieman et al. Gollach et al. Vella et al. Nieman et al.
(2011) (2012) (2013) (2014) (2018) (2019) (2019) (2019) (2020)
71 11-HDOHE
11 13-HDOHE
11 14-HDOHE
1 16-HDOHE
11 17-HDOHE
11 12-HEPE 11 PD,
1 15-HEPE ) 11 5-HEPE
LOX - - 11 9-HOTIE 1 8-HEPE
11 13-HOTE 11 9-HEPE
1 11-HEPE
11 12-HEPE
11 15-HEPE
11 9-HOTrE
11 13-HOTIE
- 11'5.6-EpETIE
Ll 8T? IDI”I'ZE_T’E 11 5,6-DIHETTE
e 11 8,9-DIHETIE
1 14,15-DIHETTE 1 e Il 1
A 11 11,12-DiHETIE
1 18-HETE 156DIHETE oo oo 1 14115_"_?&'%“'5
18,9-DIHETTE 1 11,12-DiHETIE 1 19-HETE 112,13 e Jeen s
oyp 111,12-DiHETIE ) 114,15-DiHETFE 1 9,10-DIHOME ) 11 20-HETE EpOME s I hais
| 14,15-EpETrE 19,10-EpOME 1 12,13-DiHOME 11 20-COOH-AA 1 56-DiHETE s 1 Lo hETE
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11 > 8 vezes; 11 de 4 a 8 vezes; 1 de 2 a 4 vezes; 1 < 2 vezes. Respostas tardias (depois de 5 horas do término do exercicio) estdo representadas em escala descolorida. As
setas representam o nimero de vezes da diferenga entre as condi¢Bes pré e pos-exercicio (considerando o maior valor de diferenca obtido para cada metabdlito). As cores de
fundo representam as vias metabdlicas: COX (vermelho), LOX (azul), CYP (verde) e via ndo enzimética (laranja). Os metabdlitos reportados sdo aqueles que apresentaram
diferenca estatistica entre a condicéo pré e pos-exercicio. 20-COOH-AA: acido 20-carboxi-araquidénico; 20-COOH-LTB,: 20-carboxi-leucotrieno B,; COX: ciclooxigenase;
CYP: citocromo P450; 15d-D12,14-PGJ;: 15-desoxi-delta-12,14-prostaglandina Js; dh-PGE,: dihomo-prostaglandina E,; 13,14-dihydro-15-keto-PGE,: 13,14-dihidro-15-ceto
prostaglandina E,; DiHDoHE: &cido dihidroxi-docosahexaenoico; DiHDPE: &cido dihidroxi-docosapentaendico; DIHETE: acido dihidroxi-eicosatetraendico; DIHETYE: &cido
dihidroxi-eicosatriendico; DIHOME: &cido dihidrdxi-octadecenoico; EpETTE: acido epoxi-eicosatriendico; EpOME: acido epoxi-octadecendico; HDoHE: &cido hidroxi-
docosahexaenoico; HEPE: acido hidroxi-eicosapentaenodico; HETE: acido hidroxi-eicosatetraendico; HETTE: acido hidroxi-eicosatriendico; HHTrE: &cido hidroxi-
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heptadecatriendico; HODE: &cido hidroxi-octadecadientico; HOTYIE: &cido hidroxi-octadecatriendico; Iso: isoprostano; 15-keto-PGE,: 15-ceto-prostaglandina E,; 6-keto-
PGF,,: 6-ceto-prostaglandina F,; 15-keto-PGF,,: 15-ceto-prostaglandina F,,; LOX: lipoxigenase; LT: leucotrieno; LX: lipoxina; oxo-ETE: &cido oxo-eicosatetraendico; 12-
oxo-LTB,: 12-oxo-leucotrieno B,4; oxo-ODE: acido oxo-octadecadiendico; PD,: protectina Dy; PG: prostaglandina; PGDM: metabdlito da prostaglandina D; 11-B-PGF,,: 11p-
prostaglandina F,,; PGFM: metabdlito da prostaglandina F; 15R-LXA,: 15R-lipoxina A4; Rv: resolvina; tetranor-PGDM: metabdlito de tetranor-prostaglandina D; tetranor-
PGEM: metabdlito de tetranor-prostaglandina E; TX: tromboxano. Tabela adaptada de Signini et al., 2020, Metabolites, DOI: 10.3390/metabo10060264.
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Oxilipinas -3 e ®-6 consequentes do exercicio fisico
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Figura 2. Vias lipidicas e metabdlitos relacionados ao exercicio fisico. Os metabdlitos dentro das caixas
sdo aqueles discutidos nos artigos, enquanto que os externos ndo foram discutidos nos artigos, mas estdo
envolvidos nas vias metabdlicas. Os metab6litos sublinhados sdo aqueles que foram discutidos
exclusivamente em amostras de urina. Os metabo6litos em italicos com asterisco sdo aqueles que foram
discutidos exclusivamente em amostras de bidpsia muscular. PUFAs: polyunsaturated fatty acids; AA:
acido aracdonico; AAd: acido adrénico; AaL: acido a-linoleico; AD: acido docosahexaendico; ADyL:
acido dihomo-y-linolénico; AE: &cido eicosapentaendico; AL: 4cido linoleico; 20-COOH-AA: &cido 20-
carboxi-araquiddnico; 20-COOH-LTB,: 20-carboxi-leucotrieno B,; COX: ciclooxigenase; CYP:
citocromo P450; 15d-D12,14-PGJ;: 15-desoxi-delta-12,14-prostaglandina Js;; dh-PGE,: dihomo-
prostaglandina E,; 13,14-dihydro-15-keto-PGE,: 13,14-dihidro-15-ceto prostaglandina E,; DiHDoHE:
acido dihidroxi-docosahexaendéico; DIHDPE: &cido dihidréxi-docosapentaendico; DIHETE: &cido
dihidrdxi-eicosatetraendico; DIHETrE: acido dihidréxi-eicosatriendico; DIHOME: &cido dihidroxi-
octadecendico; EpETrE: &cido epoxi-eicosatriendico; EpOME: &cido epdxi-octadecendico; HDoHE:
acido hidrdxi-docosahexaendico; HEPE: &cido hidrdxi-eicosapentaendico; HETE: &cido hidroxi-
eicosatetraendico; HETYE: &cido hidrdxi-eicosatriendico; HHTrE: &cido hidroxi-heptadecatriendico;
HODE: &cido hidrdxi-octadecadiendico; HOTYrE: 4cido hidroxi-octadecatriendico; 1so: isoprostano; 15-
keto-PGE,: 15-ceto-prostaglandina E,; 6-keto-PGF,,: 6-ceto-prostaglandina F,,; 15-keto-PGF,,: 15-ceto-
prostaglandina F,,; LOX: lipoxigenase; LT: leucotrieno; LX: lipoxina; oxo-ETE: acido oxo-
eicosatetraendico; 12-oxo-LTB,: 12-oxo-leucotrieno B,; oxo-ODE: &cido oxo-octadecadiendico; PD;:
protectina D,; PG: prostaglandina; PGDM: metabdlito da prostaglandina D; 11-B-PGF,,: 11p-
prostaglandina F,,; PGFM: metabdlito da prostaglandina F; 15R-LXA,: 15R-lipoxina A4; Rv: resolving;
Tetranor-PGDM: metab6lito de tetranor-prostaglandina D; tetranor-PGEM: metabdlito de tetranor-
prostaglandina E; TX: tromboxano. Fonte: elaborada pelo autor. Figura adaptada de Signini et al., 2020,
Metabolites, DOI: 10.3390/metabo10060264.
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Pequenas diminui¢Bes nos niveis de oxilipinas na urina de 16 triatletas de elite,
como F,-isoprostanos (F2-1soPs) e prostaglandina F;, (PGF,,), € um pequeno aumento
nas prostaglandinas (PGs) 11-B-PGF,,, PGDM, e PGE,, foram verificados apds 15 dias
de treinamento intenso pelo estudo de Garcia-Flores et al. (GARCIA-FLORES et al.,
2018). Da mesma forma, Medina et al. (MEDINA et al., 2012) observaram pequenas
diminuicdes em F,-1soPs e PGs (tetranor-PGEM e 11-B-PGF,,), € um aumento no 6-
ceto-prostaglandina F,, (6-keto-PGF,,), em 15 triatletas considerando os momentos

antes e ap6s um periodo de duas semanas de treinamento intenso.

O estudo de Nieman et al. (NIEMAN et al., 2014) destacou grandes aumentos
em acidos hidroxi-octadecadiendicos derivados do AL (9-HODE e 13-HODE) e acidos
dihidroxi-octadecenoicos (9,10-DiHOME e 12,13-DiIHOME) em 19 ciclistas do sexo
masculino apds um protocolo de ciclismo de 75 km. Em dois outros estudos mais
recentes do mesmo autor, por meio do uso do mesmo protocolo de ciclismo de 75 km,
foi observado grandes aumentos nos niveis plasmaticos de 43 de 45 (NIEMAN et al.,
2019) e 64 de 67 (NIEMAN et al., 2020) oxilipinas detectadas.

Giordano et al. (GIORDANO et al., 2011) relataram pequenos aumentos nos
acidos dihidroxi-eicosatriendicos (8,9-DIHETrE, 11,12-DiHETrE, 14,15-DIiHETTrE)
apos 20 minutos de exercicio de ciclismo a 80% da carga maxima. Aumentos discretos
foram observados para o acido epdxi-eicosatriendico (14,15-EpETrE) e 14,15-DIHETrE
ap6s 40 minutos de ciclismo com uma carga de 60% da méaxima. Gollasch et al.
(GOLLASCH et al., 2019) relataram pequenos aumentos nos &cidos dihidroxi-
eicosatetraendicos (5,6-DIHETE, 17,18-DIiHETE), acido epdxi-octadecendico (12,13-

EpOME) e 5,6-DIHETTE apds um teste incremental de esteira realizado até a exaustao.

Markworth et al. (MARKWORTH et al., 2013) submeteram 16 homens em uma
serie de exercicios de resisténcia de membro inferior intensos e evidenciou aumentos
discretos a moderados no tromboxano B, (TXB,), PGs (PGE,, PGD; e PGl,) e seus
derivados, leucotrieno B4 (LTB,), resolvinas (RVE; e RvD;), no isdbmero da protectina
D1 (10(S),17(S)-DiHDoHE), 5,12-DiHETE, é&cidos hidroxi-eicosatetraendicos (12-
HETE, tetranor-12-HETE, 15-HETE), 4cido 15-oxo-eicosatetraendico (15-0x0-ETE),
acido 13-oxo-octadecadienodico (13-0xo0-ODE), lipoxinas (LXA; e LXBg), 11,12-
DIiHETTE e 14,15-DIHETTE.
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Vellaet al. (VELLA et al., 2019) submeteram 12 homens a diferentes exercicios
de resisténcia de alta intensidade considerando a extensdao de joelho. Foram realizadas
biopsias musculares antes e imediatamente ap0s o exercicio, e apés 2, 4, e 24 horas de
recuperacdo. Discretos a moderados aumentos foram observados para TXB,, PGE,,
PGF,,, 15-desoxi-deltal?,14-prostaglandina J; (15d-D12,14-PGJs), 12-oxo-leucotrieno
B, (12-o0x0-LTB,), 20-carboxi-leucotrieno B, (20-COOH-LTB,), 5-HETE, 12-HETE,
tetranor-12-HETE, 15-HETE, acido 12-hidroxi-eicosapentaenoico (12-HEPE), acidos
hidroxi-docosahexanoicos (4-HDoHE, 7-HDoHE e 14-HDoHE) e 5,6-EpETrE, 11,12-
DIHETTE e 14,15-DIHETYE.

4 Discussao

Esta revisdo sistematica forneceu uma visdo geral das oxilipinas que se alteram
com o treinamento fisico ou que aumentam logo apds um exercicio resistido e aerobico
em individuos saudaveis. Um grande nimero de oxilipinas se altera em decorréncia dos
efeitos de curto prazo do exercicio fisico, especialmente apds exercicios prolongados e
intensos, e sdo gerados pelas vias COX, LOX, CYP, e vias ndo enzimaticas de multiplos
substratos de &cidos graxos (Figura 2). Além disso, os papeis dessas oxilipinas, geradas
de acordo com os diferentes niveis de estresse fisico proporcionado pelo exercicio,
ainda estdo sendo esclarecidos e podem incluir a regulagdo de processos inflamatdrios e
do sistema imunoldgico, funcdo cardiovascular, e funcdo renal (DUBOIS et al., 1998;
GABBS et al., 2015; MARKWORTH; MADDIPATI; CAMERON-SMITH, 2016;
POWELL; ROKACH, 2015; SERHAN et al., 2015; SHEARER; WALKER, 2018;
SHOIEB; EL-SHERBENI; EL-KADI, 2018; SPECTOR; KIM, 2015). Por fim, o
namero de oxilipinas geradas e a magnitude do aumento dos niveis relacionam-se com o
tipo de efeito do exercicio avaliado (treinamento ou uma Unica sessdo de exercicio) e a
carga de trabalho, e os niveis plasmaticos da maioria dessas oxilipinas encontram-se
proximos aos niveis de pré-exercicio dentro de 5 horas de recuperacdo, mesmo apés

exercicios de alta intensidade e longa duracéo.
4.1. Formacao de Oxilipinas Relacionada ao Exercicio

A liberacdo de PUFAs das membranas celulares comeca através da atividade de
um grupo de enzimas identificadas como fosfolipase A, (PLA;) (GABBS et al., 2015).

Os fosfolipidios s&o hidrolisados em acidos graxos e lisofosfolipidios pelas enzimas
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PLA,. Tal processo pode acontecer quando a célula é estimulada por varios tipos de vias
de sinalizacdo, como por exemplo, proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPKS)
e quinases reguladas por sinais extracelulares (ERKS), ativadores transcricionais (como
o fator nuclear kappa B), citocinas pro-inflamatdrias e outros estimulos inflamatérios
(GHOSH et al., 2006; GUIJAS et al., 2014; LESLIE, 2015; MURAKAMI et al., 2016;
NIEMAN et al., 2019; SATO; TAKETOMI; MURAKAMI, 2016). A ativacdo destas
vias de sinalizacdo pode ser consequente da lesdo da membrana do midcito induzida
pelo exercicio e por meio de processos metabolicos (KRAMER; GOODYEAR, 2007;
SON et al., 2013; SUZUKI, 2018), o que resulta no aumentando da liberacdo de PUFAs

e, consequentemente, na geracao de oxilipinas e na resposta inflamatdria.

Os PUFAs liberados pela PLA; sdo posteriormente oxidados pelas trés vias
enzimaticas COX, LOX e CYP para a geracdo das oxilipinas (GABBS et al., 2015;
MASSEY; NICOLAOU, 2011). A grandeza do aumento dos niveis das oxilipinas, bem
como a diversidade de geracdo das mesmas, a partir dessas trés vias atuando sobre
PUFAs livres 0mega-6 (o-6) e 6mega-3 (o-3) (AA, AAd, AL, AaL, AD, AE e ADyL),
parecem serem maiores com cargas de trabalho de exercicios aerdbicos de alta
intensidade e longa duracao (Tabela 5 e Figura 2). Ha poucas evidéncias sobre os papéis
fisiolégicos das oxilipinas dentro do contexto de exercicio fisico, mas em geral a
literatura sugere papéis reguladores em processos inflamatdrios, nas respostas imunes,
no sistema cardiovascular e na funcdo renal, no reparo tecidual, bem como na fungéo
mitocondrial e no estresse oxidativo (DUBOIS et al., 1998; GABBS et al., 2015;
MARKWORTH; MADDIPATI; CAMERON-SMITH, 2016; NIEMAN; MITMESSER,
2017; POWELL; ROKACH, 2015; SERHAN; LEVY, 2018; SHOIEB; EL-
SHERBENI; EL-KADI, 2018; SPECTOR; KIM, 2015; STANFORD et al., 2018).

O papel das prostaglandinas na fisiologia muscular, inflamacéo, e lesdo tem sido
estudado ha décadas (DEMERS et al., 1981; DUBOIS et al., 1998; KALEY; WEINER,
1971; KARAMOUZIS et al., 2001; NOWAK; WENNMALM, 1978). Com o
surgimento recente de procedimentos metabololipiddmicos e com o avango da
bioinformatica, a identificacdo de um grande ndmero de oxilipinas que sdo geradas
durante o exercicio tem sido potencializada, abrindo caminhos infinitos para pesquisas
futuras (MARKWORTH; MADDIPATI; CAMERON-SMITH, 2016). A regulacdo do
processo inflamatorio durante a recuperagdo de exercicios fisicos exaustivos pode

manifestar-se como um papel central para muitas dessas oxilipinas (NIEMAN;
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MITMESSER, 2017; NIEMAN; PENCE, 2019). Os estudos incluidos nesta revisao
indicam que as oxilipinas pro-inflamatérias que sdo geradas durante o exercicio
abrangem tromboxanos (TXs), PGs, HETEs, HODEsS e seus derivados (como oxo-ETES
e 0x0-ODEs), leucotrienos (LTs), DIHETrEs e DiHOMESs (Tabela 5). Tais oxilipinas
sdo consequentes da oxidagdo de AA, AAd, ADyL e AL (Figura 2). A relagdo existente
entre os TXs, PGs e LTs (como TXB,, PGE, e LTB,;) com o0 exercicio tem sido
amplamente estudada e relaciona-se com acgdes pro-inflamatorias como o aumento da
agregacao plaquetaria, a ativacdo leucocitaria e a quimiotaxia, a producao de citocinas
pro-inflamatorias, a permeabilidade do vascular, a nocicepcao, e a alteragdes no toénus
vascular (CARROLL et al., 2013; DEMERS et al., 1981; DUBOIS et al., 1998;
KARAMOUZIS et al., 2001; MARKWORTH; CAMERON-SMITH, 2011;
MARKWORTH,; MADDIPATI; CAMERON-SMITH, 2016; NOWAK;
WENNMALM, 1978; PEAKE et al., 2005). Porém a recente descoberta de elevagdes
plasmaéticas no pos-exercicio transitorias e expressivas de HETEs, HODEs, DIHETTESs e
DiIHOMEs ressalta a complexidade desta area cientifica (GIORDANO et al., 2011,
GOLLASCH et al., 2019; MARKWORTH et al., 2013; NIEMAN et al., 2014, 2019,
2020). Essas oxilipinas possuem papéis semelhantes aos TXs, PGs e LTs, mas também
podem influenciar na respiracdo mitocondrial, na captacdo e consumo de acidos graxos
pelo musculo esquelético, no fluxo sanguineo para o miocardio e para o musculo
esquelético em atividade, nas respostas da pressdo arterial, no tbnus dos vasos renais e
na excrecdo de sodio, e no estresse oxidativo (ACKERMANN et al., 2017;
GIORDANO et al., 2011; GOLLASCH et al., 2019; MARKWORTH; MADDIPATI;
CAMERON-SMITH, 2016; NIEMAN et al., 2014; POWELL; ROKACH, 2015;
SAVAS et al., 2016; SHOIEB; EL-SHERBENI; EL-KADI, 2018; SPECTOR; KIM,
2015; STANFORD et al., 2018).

Os papeis fisiologicos das oxilipinas podem variar dependendo do contexto
metabolico. Por exemplo, em algumas condi¢6es como a obesidade e em varios estados
de doenga, algumas oxilipinas podem apresentar-se elevadas, porém também podem
funcionar como agentes de sinalizacdo durante o exercicio (MARKWORTH,;
MADDIPATI; CAMERON-SMITH, 2016; NIEMAN; MITMESSER, 2017; NIEMAN;
PENCE, 2019; SHEARER; WALKER, 2018). Determinados tipos de oxilipinas
apresentam influéncias anti-inflamatorias para contrabalancear a agdo das oxilipinas
pré-inflamatérias durante o exercicio (Tabela 5) (MARKWORTH; MADDIPATI,
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CAMERON-SMITH, 2016). Tais oxilipinas geralmente sdo geradas a partir de PUFASs
-3, como AaL, AD e AE, entretanto algumas delas advém da oxidacdo de PUFAs ®-6
(GABBS et al., 2015; MARKWORTH; MADDIPATI; CAMERON-SMITH, 2016).
Aquelas derivadas de PUFAs ®-3 incluem acidos hidroxi-octadecatriendicos (HOTTES),
HDoHEs, HEPEs e mediadores prd-resolutivos especializados (SPMs), sendo que esses
grupos de oxilipinas atuam contra as agdes pro-inflamatorias de células do sistema
imunoldgico inato (GABBS et al., 2015; KUMAR et al., 2016; SERHAN et al., 2015).
E possivel destacar outros papéis fisiologicos desses grupos de mediadores lipidicos
derivadas de PUFAs ®-3 como a regulagdo do tonus vascular, a regulacdo da presséo
arterial e a protecdo cardiaca contra eventos arritmogénicos, producao de citocinas anti-
inflamatdrias, a regulacdo do reparo tecidual, e a participacdo de processos de
coagulacao sanguinea (FISCHER et al., 2014; KUMAR et al., 2016; SERHAN et al.,
2015; SERHAN; LEVY, 2018; SPECTOR; KIM, 2015; VANROLLINS, 1995). Com
relacdo as oxilipinas derivadas de PUFAs w-6 que possuem fungdes semelhantes dessas
citadas acima, é possivel destacar o 15-HETE, EpETTrEs e lipoxinas derivadas do AA
(LXs), sendo elas conhecidas por atuarem sinergicamente com as oxilipinas derivadas
de PUFAs ®-3 (GABBS et al., 2015; MARKWORTH; MADDIPATI; CAMERON-
SMITH, 2016; SERHAN; LEVY, 2018; SPECTOR; KIM, 2015).

Os SPMs estdo envolvidos principalmente na resolucdo da inflamagédo e
atualmente tém gerado muito interesse cientifico. Esses mediadores lipidicos podem ser
classificados em quatro familias sendo elas as lipoxinas, as maresinas, as protectinas e
as resolvinas (KIM et al., 2016). Essas oxilipinas sdo derivadas especialmente do AA
[acido 15-hidroperoxi-eicosatetraendico (15-HpETE)], AE (18-HEPE), AD (HDoHES)
e de é&cidos hidroperoxi-docosahexaenticos (17-HpDoHE e 14-HpDoHE), e
desempenham um papel chave na resolucdo da inflamacgéo, por meio da regulacdo dos
leucdcitos polimorfonucleares (LPMNSs) (como por exemplo, reduzindo o recrutamento
de LPMNs e da quimiotaxia dos mesmos), dos macréfagos (promovendo a limpeza de
detritos e de LPMNs apoptoticos), de processos de regeneracao tecidual e das respostas
nociceptivas (reduzindo-as) (BANNENBERG et al., 2005; NIEMAN; MITMESSER,
2017; NIEMAN; PENCE, 2019; SCHWAB et al.,, 2007; SERHAN et al., 2015;
SERHAN; LEVY, 2018). E sugerido por alguns estudos que os niveis plasmaticos de
SPMs [como 0 LXA,, LXB,, protectinas (PD; e 10(S), 17(S)-DiHDoHE) e resolvinas

(RVE; e RvD;)] aumentam tardiamente na recuperacdo do masculo lesionado por um
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exercicio exaustivo, e podem, além de participar da regulacdo da regeneracao tecidual,
participar da adaptacéo tecidual (Tabela 5 e Figura 2) (MARKWORTH; MADDIPATI,
CAMERON-SMITH, 2016; NIEMAN; MITMESSER, 2017). As maresinas podem nao
se acumular no plasma mesmo apds a préatica de exercicios exaustivos, mas o grande
aumento de 14-HDoHE pode sugerir algum envolvimento, uma vez que ambos tém o

mesmo precursor (14-HpDoHE) (Tabela 5).

Embora o fato dessa &rea de atuacdo cientifica ainda ser nova, os dados
disponiveis indicam uma dependéncia da intensidade e duracdo do exercicio fisico na
producdo de oxilipinas ®-6 e ®-3. 1sso € condizente ao que relatamos com metabolitos
plasmaticos em geral (SAKAGUCHI et al., 2019). Os estudos que foram incluidos nesta
revisdo sistematica evidenciam, através de seus dados, pequenas alteracBes nos niveis
plasmaticos de oxilipinas ap0s exercicios com baixa intensidade e curta duracao sendo
contrastantes com as grandes alteracdes observadas apos exercicios de alta intensidade e
longa duracdo (Tabela 5). Além disso, os dados dos estudos incluidos tendem a apontar
para valores aumentados de oxilipinas pro-inflamatdrias ocorrendo precocemente na
recuperacdo do exercicio (TXs, PGs, HETEs e HODEs) seguido por valores
aumentados de SPMs em um periodo mais tardio (MARKWORTH; MADDIPATI;
CAMERON-SMITH, 2016; NIEMAN; MITMESSER, 2017). Ademais, os estudos
também sustentam que a maior parte das oxilipinas retorna a niveis proximos ao pré-
exercicio ap6s cinco horas de recuperacdo (MARKWORTH et al., 2013; NIEMAN et
al., 2014, 2019, 2020; VELLA et al., 2019). Tais achados apresentam implicacGes na
avaliacdo da influéncia de medicamentos e suplementos nutricionais nas alteracdes
proporcionadas pelo exercicio fisico nas oxilipinas, uma vez que esses fatores
apresentam uma acdo direta sobre a atividade das enzimas envolvidas na geracdo desses
metabolitos, podendo ter efeitos na modulacdo da intensidade da resposta inflamatoria e
no grau de adaptacdo tecidual (MARKWORTH et al., 2013, 2016; NIEMAN et al.,
2019).

Os efeitos de longo prazo do exercicio fisico sobre a atuacdo das vias COX,
LOX e CYP, e na geracdo de oxilipinas, ainda sdo quase que totalmente desconhecidos,
sendo que os estudos publicados até 0 momento possuem inimeras limitagdes em seus
desenhos (GARCIA-FLORES et al., 2018; MEDINA et al., 2012), como por exemplo, a
populacdo utilizada (por apresentar uma caracteristica muito especifica e pouco

representativa da populacdo em geral), a pequena quantidade de sujeitos avaliados, e 0
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pequeno numero de oxilipinas mensuradas. As alteracfes observadas nas oxilipinas
identificadas no plasma e na urina em decorréncia do treinamento fisico sdo variaveis e
apresentam pequena magnitude. Nesse sentido, estudos maiores com o foco em
treinamento fisico sdo necessarios para confirmar se a resposta anti-inflamatdria
tipicamente observada é sustentada ou ndo por meio das alteracdes correspondentes no
perfil das oxilipinas prd- e anti-inflamatorias. Contudo, dados limitados indicam que
individuos obesos, em comparagdo com individuos eutroficos, apresentam niveis
plasmaticos mais elevados de oxilipinas pro-inflamatérias e outros biomarcadores
relacionados (NIEMAN; MITMESSER, 2017; NIEMAN; WENTZ, 2019).

4.2. Matriz

Amostras de sangue (soro ou plasma) foram utilizados por seis estudos incluidos
nesta revisdo (GIORDANO et al., 2011; GOLLASCH et al., 2019; MARKWORTH et
al., 2013; NIEMAN et al., 2014, 2019, 2020), enquanto dois usaram amostras de urina
(GARCIA-FLORES et al., 2018; MEDINA et al., 2012) e um usou amostras de bidpsia
muscular (VELLA et al., 2019). Um maior esclarecimento sobre a influéncia da matriz
bioldgica nas alteracbes provocadas pelo exercicio fisico sobre as oxilipinas é
necessario, considerando que a mesma pode evidenciar condi¢Oes sistémicas (soro,
plasma e urina) ou especificamente condi¢des teciduais (bidpsia muscular). A resposta
das oxilipinas aos efeitos de curto prazo do exercicio parece ser comparavel nas
amostras de soro, plasma e musculo. Além disso, as amostras de urina parecem ser mais
Uteis em estudos de longo prazo (WOLFER et al., 2015), enquanto as amostras de soro
e plasma séo preferidas em estudos que avaliam o efeito de curto prazo do exercicio
fisico devido ao aparecimento transitorio das oxilipinas (MARKWORTH,;
MADDIPATI; CAMERON-SMITH, 2016; WOLFER et al., 2015). As alteragdes das
oxilipinas em resposta aos efeitos de curto prazo proporcionados pelo exercicio resistido
em amostras de plasma e bidpsia muscular foram razoavelmente comparaveis, porém

mais investigacdes nesta area Sao necessarias.
4.3. Limitagdes

E relativamente nova a pesquisa na area de exercicio fisico e oxilipinas, e nessa
revisdo de literatura, somente seis estudos, dos nove incluidos, evidenciaram um grande

namero de oxilipinas mensuradas. Destaca-se também a heterogeneidade dos desenhos
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experimentais dos estudos incluidos (como por exemplo, os momentos das coletas das
amostras definidos, populacéo utilizada, bem como as restri¢cdes, controle nutricional e
condic¢des impostas nos dias/semanas anteriores a execu¢do do exercicio/treinamento).
Nesse sentido, as conclusdes geradas nesta revisdo sistematica podem mudar de acordo
com a publicagéo de novos artigos que utilizem uma gama mais ampla de modalidades

de exercicios e de cargas de trabalho.
5 Conclusao

Melhorias recentes na espectrometria de massas e na bioinformatica
proporcionaram um avan¢o na compreensao cientifica das oxilipinas e seus papéis
fisioldgicos, e nos efeitos das intervengdes no estilo de vida, incluindo o exercicio
fisico. Apenas recentemente foi descrito sobre a producdo de oxilipinas induzida pelo
exercicio, e a pesquisa cientifica nesta area ainda deve avancar muito durante a proxima
década. Tanto o nuimero de oxilipinas geradas como a magnitude do aumento das
mesmas durante as sessdes pontuais de exercicio fisico estdo diretamente relacionados a
carga de trabalho geral. O acumulo de oxilipinas no plasma é algo transitorio e de
periodo relativamente curto, com o0s niveis da maioria desses metabolitos retornando
proximo aos niveis pré-exercicio em até cinco horas, mesmo apds cerca de trés horas
continuas de exercicio intenso. Embora os papéis fisiol6gicos durante o exercicio e a
recuperacdo ainda ndo tenham sido totalmente esclarecidos, dados de estudos auxiliares
sugerem amplos efeitos regulatérios centrados em torno da inflamagdo e da funcéo
vascular. Os sistemas enzimaticos envolvidos na producdo de oxilipinas sdo complexos
e com multiplos controles regulatérios, e, portanto, pesquisas futuras, como o projeto do
National Institutes of Health, “Molecular Transducers of Physical Activity in Humans
Consortium” (MoTrPAC)(SPARKS, 2017), permitirdo uma melhor definicdo das
respostas das oxilipinas ao treinamento fisico, exercicios de moderada intensidade
versus alta intensidade, dano muscular, nutricdo esportiva, intervencfes

medicamentosas e modalidades variadas de exercicios.
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ESTUDO 2 — Com incluséo de ilustragdes

Perspectiva integrativa do processo de envelhecimento saudavel considerando o
metaboloma, modulacdo autonémica cardiaca e aptidado cardiorrespiratoria
avaliadas por faixas etarias
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1 Introducéo

O envelhecimento é um processo complexo reconhecido por alteracbes em todos
0s niveis organicos: de células e organelas, a 6rgdos e sistemas (YU et al., 2012). As
caracteristicas da senescéncia que ocorrem nas células do organismo podem ser
resumidas como decorrentes da instabilidade genémica (1), encurtamento de telémeros
(2), alteracbes epigenéticas (3), perda da proteostase (4), desabilitacdo da
macroautofagia (5), deteccdo desregulada de nutrientes (6), disfuncdo mitocondrial (7),
senescéncia celular (8), exaustdo de células-tronco (9), comunicagdo intercelular
alterada (10), inflamac&o cronica (11), e da disbiose (12) (LOPEZ-OTIN et al., 2013,
2016, 2023). E possivel destacar as cinco primeiras caracteristicas (1-5) como as

principais responsaveis pelos efeitos deletérios do envelhecimento, as trés seguintes (6-
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8) como amenizadores ou intensificadores (variando de acordo com o grau de
comprometimento) das quatro caracteristicas anteriores, enquanto as quatro ultimas (9-
12) como consequéncias das alteracbes nas oito caracteristicas anteriores e que
retroalimentam os causadores dos efeitos deletérios do envelhecimento (LOPEZ-OTIN
etal., 2013, 2016, 2023).

Essas alteragdes observadas durante o processo de envelhecimento, que séo
moduladas de acordo com os habitos de vida e a caracteristica genética, relacionam-se
com alteracbes funcionais e estruturais nos sistemas organicos (FAFIAN-LABORA;
O’LOGHLEN, 2020; LOPEZ-OTIN et al., 2016; PANENI et al., 2017; SHARMA,;
GOODWIN, 2006; TIELAND; TROUWBORST; CLARK, 2018), como por exemplo, a
integridade do sistema nervoso autdnomo (SNA) e a capacidade do organismo de gerar
energia a partir do oxigénio, sendo esse ultimo dependente da integridade de varios
sistemas (FLEG et al., 2005; KRITSILIS et al.,, 2018; TAKAHASHI et al., 2012;
TIELAND; TROUWBORST; CLARK, 2018). Enquanto o0 SNA desempenha um papel
importante no controle, manutencdo e na regulacdo das fungdes vitais e viscerais do
organismo (WEHRWEIN; ORER; BARMAN, 2016), o consumo de oxigénio pico
(VOgzpico) € o resultado da maior capacidade da atividade integrada do metabolismo
com os sistemas muscular, cardiovascular, respiratério e nervoso, e relaciona-se com a
aptiddo cardiorrespiratéria (ACR) (K WASSERMAN, 2004). Nesse sentido, a atividade
do SNA e o valor de VOzpico sdo importantes marcadores de integridade de salde
sistémica e metabdlica. Varios estudos relataram que um desequilibrio no SNA, como
por exemplo, um aumento da modulacdo simpatica cardiaca atrelada a uma reducéo da
modulacdo parassimpética cardiaca, bem como a reducdo progressiva dos valores de
VOapico, a0 observados no envelhecimento fisiologico (FLEG et al., 2005; PORTA et
al., 2014; TAKAHASHI et al., 2012).

Recentemente, com 0 avango das ciéncias “Omicas” e da bioinformatica,
diversos estudos tém utilizado a metabolémica para estudar o metabolismo durante o
envelhecimento, principalmente pela vantagem na possibilidade de avaliar
caracteristicas mais fenotipicas do organismo (COLLINO et al., 2013a; JOVE et al.,
2016; LAWTON et al., 2008; YU et al., 2012). O principal foco desses estudos tem sido
em saber quais as alteragdes e qual o perfil do metaboloma humano que estéo
relacionadas com os efeitos do envelhecimento e que explicam a longevidade observada
em alguns sujeitos, respectivamente (COLLINO et al., 2013a; LAWTON et al., 2008).



80

Assim, alguns estudos também tém investigado as associagdes entre as alteracdes dos
sistemas organicos observados comumente no envelhecimento e o perfil metabolico
(LAWTON et al., 2008; PIEDEPALUMBO; KOCH; DE LUCIA, 2021), incluindo a
relacdo entre metaboloma e ACR, ou metaboloma e o controle do SNA (LEWIS et al.,
2010; LUSTGARTEN et al., 2013; ZIEGLER et al., 2021). Alguns estudos
evidenciaram diferengas nos niveis sericos de diversos metabolitos envolvidos
especialmente nas vias bioenergéticas em individuos com uma alta ACR (como
reducdes de aminoacidos, intermediarios do ciclo do acido citrico, e glicerol no sangue
em repouso) (KELLY; KELLY; KELLY, 2020; MORRIS et al., 2013). Por outro lado,
considerando o controle autondémico cardiaco no contexto de doencas como o diabetes
mellitus, alguns estudos destacaram um desequilibrio sérico nos niveis de aminoacidos,
acidos graxos e metabolitos envolvidos no ciclo de Krebs com uma reducdo da
modulacdo parassimpatica cardiaca (MATHEW et al., 2019; ZIEGLER et al., 2021). No
entanto, as alteragdes integradas no perfil metabdlico e nos sistemas organicos durante o
envelhecimento saudavel em individuos sem grandes fatores de risco cardiovascular
(como obesidade, hipertensdo, tabagismo, etc.) ainda sdo pouco esclarecidas, sendo a
metaboldmica uma ferramenta interessante no auxilio da compreensdo dessas alteracdes

integradas.

Considerando o atual interesse emergente em compreender a complexidade do
processo de envelhecimento, a avaliacdo conjunta do perfil metabdlico com a
modulacdo autonémica cardiaca (MAC) e da aptiddo cardiorrespiratoria por meio das
décadas de vida pode auxiliar em uma compreensao mais ampla das altera¢fes causadas
pelo envelhecimento fisiologico. Além disso, esse conhecimento permitira verificar se
ha a existéncia de uma faixa etéaria na qual as alteracfes tornam-se mais evidentes, o que
pode contribuir no desenvolvimento de estratégias mais efetivas que objetivam um
envelhecimento saudavel. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi investigar, de
maneira integrada, o curso temporal de variaveis do metaboloma humano e de variaveis
relacionadas a MAC e a ACR no envelhecimento, em diferentes faixas etarias

considerando individuos aparentemente saudaveis e sem grandes fatores de risco.
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2 Métodos
2.1. Participantes

Todos os participantes foram recrutados por meio da midia eletrénica e impressa
e por meio de contatos no banco de dados do Laboratdrio de Fisioterapia Cardiovascular
(LFCV) da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar). No primeiro dia foram
realizadas anamnese e exame fisico para a aquisi¢do do peso, altura, e indice de massa
corporal (IMC) dos individuos. Além disso, no mesmo dia, 0s participantes eram triados
por meio de um questionario genérico que incluia questdes sobre: historico de doencas e
condigbes médicas, uso de medicamentos continuos, historico prévio de exames
clinicos, histérico de doencas familiares, realizacdo de dietas especificas, e atividade
fisica. Os individuos s6 eram incluidos caso fossem aparentemente saudaveis (sem
qualquer comprometimento identificavel ou diagnosticado de salde, como problemas
cardiovasculares, respiratorios, musculoesqueléticos, metabdlicos e neuroldgicos); ndo
obesos (IMC < 30 kg'm™); ndo fumantes; néo alcoolistas ou usuarios de drogas ilicitas
ou medicamentos continuos relacionados a condi¢bes cronicas; e livre de qualquer
histérico de comprometimento cardiovascular. Os sujeitos incluidos foram solicitados a
realizar um teste ergométrico com um cardiologista da Unidade de Saude Escola da
UFSCar antes de realizar o protocolo experimental, no caso de ndo possuirem um
exame recente (<1 ano). Os participantes eram excluidos do protocolo experimental
caso apresentassem: alteracBes cardiovasculares como arritmias excessivas € sinais
isquémicos do miocérdio (como por exemplo, depressdao do segmento ST), ou hiper-
reatividade da pressdo arterial (como por exemplo, aumento da pressdo arterial de
maneira excessiva ou nao proporcional ao exercicio), verificados por alteracGes nos
sinais do eletrocardiograma (ECG) e na mensuracdo da pressao arterial,
respectivamente, durante o teste ergométrico, no teste de exercicio cardiopulmonar
(TECP), ou ainda na avaliagdo autondémica; bem como a ocorréncia de hipotensao
acentuada ou recorrente durante as avaliagdes no LFCV; e alteragdes evidentes nos
exames de sangue (por exemplo, hiperglicemia e o alto nivel de proteina C-reativa).
Assim, participaram do estudo 118 individuos aparentemente saudaveis ndo treinados
com idade entre 20 e 70 anos (Figura 6, Tabela 1, e Tabela 2), e com classificagdo
funcional aerdbia variando entre fraca e boa de acordo com a classificagdo da American
Heart Association (AMERICAN HEART ASSOCIATION, 1972) (Tabela 3), sendo
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eles divididos em cinco grupos de acordo com a idade: 20-29 anos (G2o-29), 30-39 anos
(G30-39), 40-49 anos (Gao-49), 50-59 anos (Gsp-s9), € 60-70 anos (Ggo-70). O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da UFSCar (nGimero:
173/2011) e conduzido de acordo com as normas estabelecidas pela Declaracdo de
Helsinque. Todos os participantes assinaram um termo de consentimento livre e

esclarecido apds aceitarem participar do estudo.

2.2. Desenho experimental

O estudo teve um carater observacional e transversal, e investigou as diferencas
existentes entre cinco faixas etarias (por décadas de vida) compostas por individuos
aparentemente saudaveis, como acima descrito, e teve como variavel independente as
faixas etarias e as varidveis dependentes aquelas oriundas do metaboloma, MAC, ACR

e de testes bioguimicos do sangue.

Quanto ao protocolo experimental, todos os individuos incluidos foram
submetidos a anamnese e exame fisico com um intervalo minimo de 2 dias antes da
execucdo de qualquer procedimento experimental para que o participante pudesse se
ajustar as recomendagdes. A coleta de sangue para analise metabol6mica e bioquimica
foi realizada em um laboratério especializado de Sdo Carlos (Laboratorio de Analises
Clinicas da UNIMED de Sdo Carlos). Todas as outras avaliagbes do protocolo

experimental foram realizadas no LFCV.
2.2.1. Amostras de sangue

A coleta de sangue foi realizada de manha ap6s jejum de 12 horas, ho mesmo
dia da avaliacdo autondmica cardiaca. As amostras de sangue foram utilizadas para a
realizacdo das analises metaboldmicas e também para a realizacdo de exames
bioquimicos na UNIMED para avaliagdo do estado de salde dos participantes.
Considerando a metaboldmica, as amostras de sangue coletadas em tubos separadores
de soro (S-Monovette 4,9 ml, Sarstedt, Alemanha) foram imediatamente levadas ao
Departamento de Fisioterapia. As amostras de sangue foram entéo centrifugadas a 1.450
g por 10 min (Sorvall ST 8 Benchtop Centrifuge, Thermo Scientific, Massachusetts,
EUA) e o soro coletado. Apds, o soro sanguineo foi armazenado a -80 °C para a analise

posterior.
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A condicdo de salde dos participantes foi acessada por meio dos valores de
jejum de colesterol total (CT), lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL),
lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de alta densidade (HDL),
triglicerideos, glicose, acido Urico, uréia, creatinina e proteina C-reativa ultrassensivel
(PCRus). O CT, HDL, VLDL, triglicerideos, &cido urico, uréia, glicose e creatinina
foram quantificados usando quimica imida (exceto para LDL que foi calculado a partir
da equacdo de Friedewald) (Advia 1800, Siemens, Alemanha). A PCRu foi quantificada
por turbidimetria (Advia 1800, Siemens, Alemanha).

2.2.2. Avaliacao da modulacdo autonémica cardiaca

No mesmo dia da coleta de sangue, porém no periodo da tarde, foi realizada a
avaliacdo autondmica cardiaca. A temperatura e a umidade do ar da sala de avaliacédo
foram controladas em valores entre 21°C e 24°C e entre 40% e 60%, respectivamente.
Os participantes foram instruidos a ndo consumir alimentos e bebidas estimulantes
(como cha, café e bebidas e alimentos muito agucarados, como doces em geral e
refrigerantes), refeicdes pesadas e bebidas alcodlicas por pelo menos 24 horas antes da
avaliacdo e ndo realizar atividade fisica extenuante por pelo menos 48 horas antes da
avaliacdo (CATAI et al., 2020). Além disso, com relacdo as mulheres em idade
reprodutiva, todas foram avaliadas apenas no periodo folicular do ciclo menstrual (entre
0 7° e 0 10° dia do ciclo menstrual) (MILAN-MATTOS et al., 2019). Apenas mulheres
em idade reprodutiva com ciclos menstruais regulares ou mulheres na p6s-menopausa
(com amenorreia por pelo menos 1 ano) foram incluidas. Mulheres com os requisitos
acima descritos, porém, que faziam uso de anticoncepcionais ou alguma terapia de
reposicdo hormonal, ndo foram incluidas no estudo (MILAN-MATTOS et al., 2019). O
teste fundamentou-se na aquisicdo de dados cardiacos no repouso e em decubito dorsal.
O participante foi mantido em repouso e em decubito dorsal em uma maca por no
minimo 10 minutos para estabilizacdo das variaveis cardiovasculares. ApoOs esse
periodo, as variaveis cardiacas e respiratorias (frequéncia cardiaca e frequéncia
respiratoria) foram registradas continuamente por 15 minutos. Todos os sujeitos foram
instruidos a evitar qualquer comunicacdo e movimentos durante a avaliacdo, com
excecdo de situacOes necessarias, como por exemplo, algum mal-estar. Os sinais de
ECG foram adquiridos pela derivagdo MC5 (BioAmp FE132, ADInstruments, New

South Wales, Australia), enquanto que o movimento respiratorio adquirido por meio de
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uma cinta respiratoria (Marazza, Monza, Italia). Todos os sinais foram integrados em
um hardware (Power Laboratory 8/35, ADInstruments, New South Wales, Austrélia) e
foram processados por um software (LabChart, versdo 7.3.8, ADInstruments, New
South Wales, Austrélia).

2.2.3. Teste de exercicio cardiopulmonar (TECP)

O TECP foi realizado para acessar a ACR dos participantes, que foi definida
como o consumo de oxigénio de pico (VOzpico). ESse teste foi executado no mesmo dia
da coleta de sangue, mas sempre ap0s a avaliacdo autonémica cardiaca (devido a
influéncia do esforco fisico sobre as varidveis autondémicas cardiovasculares), ou em
algum dia proximo (respeitando os critérios estabelecidos para a realizagdo da avaliacdo
autondmica cardiaca). Além disso, todas as instrucdes e o controle da temperatura e
umidade ambiente, que foram utilizados para avaliacdo autondmica cardiaca, foram as
mesmas para 0 TECP. O TECP foi realizado em esteira ergométrica (Master ATL,
Inbramed, Rio Grande do Sul, Brasil) com protocolo composto por um aquecimento de
4 min a 1,4 km/h com 0% de inclinacdo; seguido por um incremento proporcional da
velocidade a cada 30 s, considerando a velocidade maxima de caminhada do sujeito
(determinada em uma sessdo prévia) como referéncia; e ap6s atingir a velocidade
maxima de caminhada, o incremento da inclinacdo de 0,5% a cada 15 s até a exaustdo
(DE MARIA et al., 2019) ou até o surgimento de critérios de interrupcdo propostos por
Balady et al. (BALADY et al., 2010). As variaveis ventilatorias e metabolicas foram
obtidas a cada respiracdo por meio de um carrinho metabolico (CPX MedGraphics—St
Paul, Minesota, EUA) e processadas em um software especifico (Breeze Suite 7.1,
MedGraphics — St. Paul, Minesota, EUA), enquanto que o ECG de 12 derivagdes foi
obtido por um eletrocardiografo (CardioPerfect, Welch Allyn, Nova York, EUA). Foi
determinado que o maior valor de VO, obtido nos ultimos 30 segundos de incremento
de carga do TECP seria 0 VOzpico (DE MARIA et al., 2019) (Figura 1).
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Figura 1. llustracdo da execucdo do teste de exercicio cardiopulmonar em esteira ergométrica, no
Laboratério de Fisioterapia Cardiovascular do Departamento de Fisioterapia da UFSCar, e do protocolo
utilizado. AQ: aquecimento; RECa: recuperacdo ativa; RECp: recuperacao passiva; VOopico: consumo de
oxigénio pico.

2.3. Processamento de dados autondmicos

Para a andlise da MAC foram consideradas sequéncias de curto prazo (256
valores consecutivos de periodos cardiacos) selecionadas da regido mais estavel do
tacograma (TASK FORCE, 1996) definida na inspecéo visual. O periodo cardiaco (PC)
foi adquirido por meio da distancia temporal entre dois picos de onda R normais e
consecutivos obtidos no ECG (ou seja, a distancia temporal entre dois batimentos
cardiacos consecutivos em milissegundos), e o tacograma foi obtido a partir da
reproducdo grafica de todos os valores de PC gerados a partir de cada batimento
cardiaco considerando todos os batimentos cardiacos analisados. O tacograma de todos
os participantes foi cuidadosamente verificado para evitar detec¢es errdneas ou
batimentos perdidos devido a alteragdes nos delineamentos da onda R antes de
selecionar as sequéncias. Os batimentos ectopicos isolados foram corrigidos por
interpolacdo linear usando o valor do PC adjacente nao afetado (CATAI et al., 2020; DE
MARIA et al., 2019). Variaveis do dominio do tempo, como a média dos PCs e a
variancia dos PCs (c%pc), foram calculadas para cada sequéncia de curto prazo. A o’pc
relaciona-se com a MAC global (modulagdo parassimpética cardiaca + modulagéo

simpaética cardiaca).

A anélise espectral foi realizada ajustando a poténcia espectral paramétrica
univariada das sequéncias de curto prazo de acordo com o modelo autorregressivo
(PORTA et al., 1998). Apds, os componentes espectrais foram decompostos em bandas

expressas em unidades absolutas (ms®) e definidas como bandas de alta frequéncia
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(>0,15 a 0,40 Hz), bandas de baixa frequéncia (0,04 a 0,15 Hz) e muito baixa frequéncia
(<0,04 Hz) (TASK FORCE, 1996). A analise da MAC foi baseada nas bandas de alta
(HF, que indica a modulacdo parassimpatica cardiaca) e baixa (LF, que indica a
contribuicdo conjunta das modulacBes simpatica + parassimpatica cardiaca, com
predominancia da modulagdo simpatica cardiaca) frequéncias absolutas. A razdo entre
esses dois indices (LF/HF) para tipificar o equilibrio simpato-vagal sobre o coragao

(PAGANI et al., 1986) e o indice normalizado de cada banda também foram calculados

(Figura 2).

Todos os processamentos e analises dos dados referentes a MAC foram feitos
por meio de um software desenvolvido pelo Prof. Alberto Porta, da UNIMI, Miléo,

colaborador desse estudo.

s M2LCG Lucara Co Gigants Chart Vi (Pameah 35)

Charee!

15 mES

1 A A
J f

| | ‘
;WI ’ \l i :1! ( ;.‘ n f\ ;-I 1 . ! ] ,‘.I ,‘\ "ﬂ A
B A s e e e e A e L

Dominio do tempo

ol TS > Média do periodo cardiaco (upc)
» Variancia do periodo cardiaco (6%.c)

ECG

AT Dominio da Frequéncia
e e e e e e e e 30 o
N“’ege oWV
» Bandade baixa frequéncia (LF)
Tacograma » Bandade alta frequéncia (HF)

» Balanco simpato-vagal (LF/HF)
» LF normalizado (LFn)
» HF normalizado (HFn)

Priga i

256 pontos

Figura 2. llustracdo da execucdo da avaliacdo autondmica cardiaca e do processamento e analise dos
dados, no Laboratério de Fisioterapia Cardiovascular do Departamento de Fisioterapia da UFSCar. A:
sistema de captacdo do ECG (Bio Amp PowerLab®, ADInstruments, Australia) e sistema de aquisi¢do de
sinais biolégicos (PowerLab® 8/35, ADInstruments, Australia); B: cinta respiratéria (Marazza, Monza,
Italia).
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2.4. Analise metaboldmica

A andlise metabolémica foi realizada em aliquotas das amostras de soro
considerando a cromatografia liquida acoplada com a espectrometria de massa de alta
resolucdo (LC-HRMS) e a ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H RMN),
com base em uma abordagem untargeted. O Processamento dos dados para a andlise
metabolémica foi realizado nos Laboratorios de RMN e no SEPARARE, ambos do

Departamento de Quimica da UFSCar.

2.4.1. 'HRMN

Todas as aliquotas das amostras de soro destinadas & técnica de *H RMN foram
inicialmente descongeladas e filtradas em filtros de 3 kDa (Amicon Ultra) com uma
centrifugacdo a 14.000 g por 30 min a 4°C. Os filtros foram previamente lavados cinco
vezes com 500 pL de agua Milli-Q, seguido por uma centrifugacéo a 14.000 g por 5 min
a 4°C, e uma centrifugacao com o filtro na posicéo inversa, e rotagcdo a 7.500 g por 60 s,
para eliminar qualquer residuo de agua Milli-Q. As amostras filtradas foram transferidas
para tubos de RMN de 5 mm (Wilmad Standard Series 5 mm, Sigma-Aldrich) contendo
tampéo fosfato [(fosfato de sédio monobasico, NaH,PO,, 119,97 g:mol™; fosfato de
sodio dibéasico, Na;HPO,, 141,96 g'mol™), TMSP-d4 [4cido 3-(trimetilsilil)-2,2',3,3'-
tetradeutero propionico); 5 mmol-L™ como referéncia interna] e D,O (99,9%;
Cambridge Isotope Laboratories Inc.), com as respectivas propor¢oes: 100 pL, 40 uL e
260 pL. Todas as medicdes de *H RMN foram adquiridas utilizando um espectrometro
de 14,1 Tesla Bruker (600 MHz para frequéncia de hidrogénio), equipado com uma
criossonda TCI de 5 mm usando uma temperatura de 298 K. Para o espectro de *H, uma
sequéncia de pulso com sinal de pré-saturacdo de H,O (nomeado por Bruker como
noesyprld) foi utilizado adotando uma onda continua, assumindo o0s seguintes
pardmetros de aquisic¢do: tempo de aquisicdo (AQ = 3,63 s), largura espectral (SW = 30
ppm), atraso de relaxamento (d1 = 4 s), tempo de pulso de 90° (pl = 9,5 pus) e numero
de varreduras (ns = 128). Todos os espectros foram processados com alargamento de
linha de 0,3 Hz (Ib) para atenuar o ruido nos sinais espectrais. Com 0 espectro
adquirido, as corregdes da linha de base, identificacdo, e quantificacdo dos metabdlitos

presentes nas amostras foram feitas utilizando o software Suite 8.6 Chenomx (Chenomx
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Inc., Edmonton, AB, Canad4) (Figura 3). O sinal do TMSP-d4 (0,5 mmol-L™) foi
utilizado como uma referéncia interna para quantificar outros metabolitos. Por fim,
espectros 2D de RMN (como COSY, HSQC e HMBC) foram realizados a fim de

confirmar a identificacédo feita pelo Chenomx ou a identificacdo de outros compostos.

Figura 3. llustracdo do processamento e analise das amostras pela técnica analitica de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) no Laboratério de RMN do Departamento de Quimica da UFSCar. A: Filtros
de 3 kDa Amicon Ultra utilizados para filtragem das amostras; B: Tubo de RMN contento a mistura
(amostra + tampdo de fosfato + D,0); C: Aparelho de RMN 14,1 Tesla Bruker Advance 111 600 MHz; D:
Exemplo do procedimento de identificagdo/quantificacdo de um metabolito (Valina) por meio do espectro
de hidrogénio adquirido pelo aparelho de RMN e processado no software Suite 8.6 Chenomx.

2.4.2. LC-HRMS

As aliquotas das amostras de soro destinadas a técnica de LC-HRMS foram
inicialmente descongeladas em gelo e agitadas em vortex por 15 s. Uma aliquota de 150
uL da amostra foi transferida para um novo eppendorf e, em seguida, 450 uL de
metanol gelado foram adicionados ao mesmo recipiente para iniciar a precipitacdo de
proteinas e a extracdo de metabdlitos. Os eppendorfs contendo a mistura foram entdo
armazenados a -20°C por 5 min e em seguida, foram agitados em vértex por 20
segundos e centrifugados a 7.267 g a 4°C por 10 minutos. Apos, aliquotas de 200 pL do
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sobrenadante foram transferidas para um novo eppendorf e 20 pL de solugdo do padréo
interno (5 mmol L™ de acetato de L-Leucina-encefalina anidro) foram adicionados as
amostras. As misturas foram armazenadas a -20°C. Em um momento posterior elas
foram transferidas para vials e direcionadas para a analise por LC-HRMS (Figura 4). A
fim de avaliar a presenga de interferentes dos solventes de extragdo, uma amostra
branco (sem o soro sanguineo) foi preparada com 100 uL de metanol. Foram preparadas
amostras de controle de qualidade (QC) a partir de aliquotas de 15 pL de cada uma das
amostras de soro, as quais haviam anteriormente passado pelo processo de precipitacdo

de proteinas conforme descrito acima.

Um sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC) Agilent
(modelo 1290 Infinity I, Agilent Technologies), composto por uma bomba binaria LC-
(G7120A), sistema misturador de solvente (G7104A), um autoinjetor (G7129C) e um
compartimento de coluna (G7129B) com temperatura controlada. Para a aquisi¢do dos
dados foi utilizado o software HyStar (HyStar Versdo 3.2, Bruker Daltonics) e para
analise e processamento de dados foi utilizada 0 Compass Data Analysis (DataAnalysis
Versdo 3.2, Bruker Daltonics). As andlises cromatogréaficas foram realizadas com
emprego de uma coluna Eclipse Agilent XDB-C18 (100 x 3,0 mm i.d; 3,5 um)
empregando eluicdo no modo gradiente, com emprego de agua + 0,1% de acido férmico
(solvente A) e acetonitrila + 0,1% de acido férmico (solvente B) como fase mével a
uma vazéo de 0,4 mL/min™ e temperatura da coluna ajustada em 40°C. O tempo total de
analise foi de 30 min utilizando um gradiente de mdltiplas etapas: 0 min, 1% B; 0-3,0
min, 1-2% B; 3-10 min, 2-30% B; 10-15 min, 30-50% B; 15-18 min, 50-80% B; 18-20
min, 80-90% B; 20-22 min, 90-95% B; 22-26 min, 95-99% B; 26,01-28 min, 99% B,
para limpeza da coluna, e um tempo de ciclo de condicionamento de 3 min com as

mesmas condi¢des iniciais de 1% B. O volume de injecdo da amostra foi de 5 pL.

Os compostos detectados foram monitorados utilizando um espectrémetro de
massa de alta resolucdo com analisador de tempo de voo (QqTOF) (Impact HD
QTOF™, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) e com uma fonte de ionizacdo por
eletrospray (ESI), operada no modo positivo (ESI+) ou no modo negativo (ESI-) de
ionizagdo. A aquisi¢do dos dados de MS e MS/MS foram realizadas com o software
Compass QtofControl 3.4 (Bruker Daltonik) e os dados processados usando o software
Data Analysis 4.2 (Bruker Daltonik). Os parametros da fonte de ionizacdo foram
definidos da seguinte forma: voltagem do capilar, 3,6 kV para 0 modo positivo e 3,0 kV
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para 0 modo negativo. Todos 0s outros parametros foram os mesmos para o0s dois
modos de ionizacdo, sendo: end plate offset, 450 V; gas nebulizador, 4 bar; temperatura
do gés de secagem, 180 °C; vazéo do gas nebulziador, 8 L-min™; energia da célula de

colisdo: 5 eV e faixa de varredura no modo de aquisi¢do full MS scan, m/z 50-1.300.

Para aquisicdo no modo MS/MS foi empregada a aquisicao dependente de dados
(DDA), onde a radiofrequéncia (RF) de coliséo foi definida para variar de 200,0 a
550,0% Vpp; o tempo de transferéncia de ions foi ajustado para variar de 50,0 a 90,0 ps,
com temporizacdo de 50% em cada. Os funis RF 1 e 2 foram 250,0 e 150,0 Vpp,
respectivamente. O RF do hexapolo foi de 50,0 Vpp, a energia do quadrupolo foi de 5,0
eV com um armazenamento pré-pulso de 6,0 ps. Os parametros usados para acionar a
fragmentacdo no modo de aquisicdo MS/MS foram 2,0 Hz para contagens LOW (50.000
cts) e 4,0 Hz para contagens HIGH (500.000 cts), usando um tempo de ciclo total de 3s,
com excluséo ativa de 1 espectro, com liberacdo apos 0,90 min. A aquisi¢cdo no modo
full MS scan foi definida em 2,0 Hz. A energia de colisdo utilizada para fragmentacédo
dos ions foi programada para variar de 250,0 a 100,0% dos 20 eV inicialmente
ajustados. A calibracio interna do espectrémetro de massa foi realizada com 1 mmol-L™
de formiato de sodio preparado em acetonitrila, usando o modelo de regressdo
quadratica de calibracdo de alta precisdao (HPC). Ao final da corrida analitica, a solugédo
de calibracdo foi injetada e todos os espectros foram recalibrados antes das
identificacOes dos compostos.

Para processar os dados de LC-HRMS foi usado o software Bruker Profile
Analysis 2.1. A geracdo do bucket foi realizada de acordo com os seguintes parametros:
limite S/N = 2; limite do coeficiente de correlacdo = 0,2; aquisicdo minima de 10
espectros; largura de atenuacdo = 1. Os features (compostos nédo identificados)
detectados pelo LC-HRMS foram submetidos ao processamento de dados que consiste
na inclusdo de ions detectados baseados em intensidades superiores a 5% dos valores
observados nas amostras branco; coeficiente de variacdo (CV) das amostras de QCs
(média das réplicas) inferior a 20%; quantidade de dados ausentes inferior a 10% em
amostras experimentais. Os features restantes foram normalizados por uma regresséo
local néo linear (Loess) para verificar a estabilidade instrumental utilizando o software
1.1 (TSUGAWA et al., 2014, 2015) e para posterior analise. O Data Analysis 4.2
(Bruker Daltonics) foi usado para realizar a identificacdo de fragmentos MS/MS. A
identificacdo dos ions fragmentos foi realizada por comparacédo de fragmentos no banco
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de dados HMDB MS/MS (https://hmdb.ca), Mass Bank
(https://massbank.eu/MassBank/), CEU Mass Mediator (http://ceumass.eps.uspceu.es/)

somente para os features com significancia estatistica e com base nos adutos: [M + H]",
[M + H - 2H,0]*, [M + H - H,0]", [M + NHs - H,0]", [M + NH4]", [M + Na]*, [M +
CH30H + H]*, [M + K]", [M + ACN + H]*, [M+2Na - H]", [M + IsoProp + H]*, [M +
ACN + Na]*, [M + 2K - H]", [M + 2ACN + H]", [M +IsoProp + Na + H]", [M+H +
HCOONa]", [2M + H]", [2M + NH4]", [2M +Na]*, [2M + 2H + 3H,0]", [2M + K],
[2M + ACN + H]%, [2M + ACN + Na]", [2M + H - H,0]", [M + 2H]", [M + H + NH4]",
[M+H+Na]", [M+H+K]", [M+ACN + 2H]", [M + 2Na]*, [M + H + Na]*, [M +
2ACN + 2H]", [M + 3ACN + 2H]", [M + 3H]", [M + 2H + Na]", [M + H + 2Na]", [M +
3Na]*, e [M + H + 2K]" para 0 modo positivo; e [M - H], [M - H,O - H], [M - Na -
2H], [M+CI], [M+K-2H],[M-FA-H],[M-Hac-H],[M-TFA-H],[M-H+
HCOONa]’, [2M - H], [2M + FA - H], [2M + Hac - H], [3BM - H], e [M - 3H] para o
modo negativo.
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Figura 4. llustracdo do processamento e analise das amostras pela técnica analitica de cromatografia
liquida acoplada com a espectrometria de massa de alta resolucdo (LC-HRMS), no Laboratério
SEPARARE do Departamento de Quimica da UFSCar. A: Precipitacdo das proteinas existentes na
amostra; B: (1) vial, (2) exemplo de coluna de cromatografia liquida, (3) vials organizados dentro do
autoinjetor (G7129C), (4) sistema de LC-HRMS utilizado no estudo (Agilent UHPLC, modelo 1290
Infinity 11, Agilent Technologies, e espectrdmetro de massa Impact HD QTOF™ Bruker Daltonics); C:
Espectro adquirido a partir de um feature presente na amostra, evidenciando seus fragmentos.


https://hmdb.ca/
https://massbank.eu/MassBank/
http://ceumass.eps.uspceu.es/
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2.5. Escore Z

Embora todas as andlises estatisticas terem sido realizadas sobre os valores ndo
padronizados, algumas analises e representacdes graficas (Figuras 7, 8 e 9) foram feitas
sobre valores padronizados de acordo com o escore Z. Essa padronizacdo estabelece
novos valores relativos ao desvio padréo e define o valor “zero” como a nova média da
amostra total para uma determinada varidvel (permitindo assim o surgimento de valores
negativos) (CLARK-CARTER, 2014). Os novos valores podem ser adquiridos de

acordo com a equacao abaixo:

Onde “z” € o novo valor padronizado; “X” ¢ o valor original de uma determinada

J4

variavel para um sujeito especifico; “X é a média dos valores originais de todos os
sujeitos para a mesma variavel; e “s” € o desvio padrao dos valores originais de todos os
sujeitos para a mesma varidvel. Os novos valores da variavel foram substituidos para
cada sujeito e, entdo, calculadas as novas médias para cada grupo. Este processo é

exemplificado na figura 5.

X X s z :
v v v v M
{62 (841 — 2.158)/1.840 = - 0,72 Grupos o%c PCRus
Valoresoriginais
(ndo padronizados) g_"PCRUS : (1,20-0,80) / 0,84 = 0,48 Média G2o0-29 0,39 -0,48 1,12
...................... Média Gao.so 017 0,26 0,63
Participante O'ZPC PCRus Média Gaoas  -0,13  -0,06 0,28
Individuol  >-0,72 »>048 0,82 | i Média G 030 048 0,00
Individuo 2 038 -001 063 ediatsos o ’ ’
Meédia Geo-o -043 0,10 -0,71
Tabela com valores individuais em escore Z Tabela com valores dos grupos em escore Z

Figura 5. Procedimento para a conversdo dos valores originais em escore Z. Gag.9: grupo 20-29 anos;
G30.39: grupo 30-39 anos; Gyg.49: grupo 40-49 anos; Gsg.se: grupo 50-59 anos; Geo.70: grupo de 60-70 anos;
PCRus: proteina C reativa ultrassensivel; o%pc: Média das variancias do periodo cardiaco.

Tal procedimento foi feito com o objetivo de realizar a analise conjunta das
variaveis, desconsiderando as diferentes magnitudes de escalas entre elas e
evidenciando as diferencas existentes entre os grupos comparados (CLARK-CARTER,
2014). Assim, as principais variaveis, com significancia estatistica, responsaveis pelas

diferencas entre as faixas etarias puderam ser melhor discriminadas (Figuras 7 e 9).
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2.6. Andlise estatistica

Os testes de Shapiro-Wilk e Levene para verificar a normalidade da distribuicao
dos dados e os pressupostos de homogeneidade da variancia, respectivamente, foram
utilizados previamente as analises. Em casos onde as variaveis nao atingiram essas
suposic¢des, transformacdes de dados incluindo logaritmica natural (Inx), inversa (1/x),
raiz ctbica (Vx), raiz quadrada (¥x) ou transformagdes quadréticas (x?) foram
aplicadas. Ressalta-se, entretanto, que todos os dados foram apresentados em sua escala
original para facilitar a interpretacdo (FIELD, 2009). Para comparar variaveis
categoricas entre os grupos, o teste Qui-quadrado foi utilizado. Considerando as
variaveis continuas entre os grupos, o teste de ANOVA one-way seguido pelo teste
post-hoc de Tukey foram aplicados quando confirmadas as premissas de normalidade da
distribuicdo dos dados e homogeneidade da variancia. Caso as suposi¢es fossem
violadas mesmo apds a transformacdo dos dados, o teste de Kruskal-Wallis seguido do
teste de Mann-Whitney foram aplicados. Devido ao elevado numero de testes
estatisticos realizados, o limiar do nivel de significancia foi ajustado em um valor
nominal de p < 0,01 para o teste bicaudal, reconhecendo que um ajuste completo de
Bonferroni provavelmente reduziria a descoberta de observacdes falso-negativas, por
ser conservador demais. Complementando essa abordagem, foi realizado o tamanho do
efeito (ES: diferenca média entre os grupos dividido pelo desvio padrdo agrupado de
todos os sujeitos) considerando um intervalo de confianca de 99% (IC 99%) para cada
variavel significativa na ANOVA. Quando o IC 99% do ES ndo cruzava o zero, as
diferencas também foram consideradas significativas (NAKAGAWA; CUTHILL,
2007). Por fim, foi realizada uma analise de componentes principais (PCA) como o
objetivo de caracterizar 0s grupos com base nas variaveis significativas. Todas as
andlises descritas acima foram realizadas utilizando o software SPSS 25.0 (Chicago,
Illinois, EUA).

3 Resultados

Cento e dezoito individuos (Tabela 1 e Figura 6) foram incluidos no estudo apds
a exclusdo daqueles com alteracbes nas respostas cardiovasculares observadas no
protocolo experimental (teste ergométrico, TECP e avaliacdo autondmica) e alteracOes
expressivas no exame de sangue, bem como aqueles cujas amostras de soro estiveram

sujeitas a problemas técnicos na analise metabolémica.
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249 individuos aparentemente
saudaveis preencheram os

critérios de inclusio Alteragdo no exame de sangue (perfil glicémico e

| i lipidico, PCRu, creatinina, ¢ uréia), alteracdes na
101 sujeitos excluidos ————

analise da modulagio autondmica cardiaca

(frequéncia respiratoria muito baixa e arritmias
cardiacas), e altera¢cdes no TECP (respostas ndo

fisiolégicas ao exercicio fisico )

148 foram incluidos para a
analise pelas técnicas de
LC-HRMS e RMN

Dados ausentes ou com qualidade espectral

30 sujeitos excluidos insuficiente (Shim), e critérios de exclusdo (por

1
1
1
1
1
i
i
exemplo, identificacdo de metabolitos claramente !
1
. ~ . I 1
relacionados ao consumo de substéncias proibidas !

1

1

i

1

para o protocolo experimental)

118 sujeitos foram incluidos para a
analise integrada

Figura 6. Fluxograma de perdas. LC-HRMS: Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa
de alta resolucéo; PCRu: proteina C reativa ultrassensivel; RMN: ressonancia magnética nuclear; TECP:
teste de exercicio cardiopulmonar. Figura adaptada de Signini et al., 2022, Scientific Reports, DOI:
10.1038/s41598-022-25747-5.

3.1. Influéncia do sexo e IMC

N&o foi observada influéncia significativa do sexo entre as faixas etarias de
acordo com o teste de qui-quadrado (p = 0,220). Nesse sentido, h4 uma distribuicdo
homogénea de homens e mulheres em cada faixa etaria, permitindo excluir a influéncia
do sexo nos resultados. Da mesma forma, ndo houve diferencas significativas entre as
faixas etarias no teste de ANOVA one-way (p = 0,019) para a variavel IMC, permitindo

excluir sua influéncia nos resultados.
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Tabela 1. Caracteristicas dos participantes.

Caracteristicas Todos Gao0-20 G30-39 Gio-9 Gso-59 Geo-70
Participantes 118 29 27 30 14 18
Idade (ans) 41 +14 25+2 33+£3 44 +£3 53+3 65+3
Homens/Mulheres (raz:0) 1,31 0,93 1,45 2,33 1,80 0,64
Altura ¢, 1,68 +£ 0,09 1,69 £ 0,08 1,70 £ 0,09 1,68 £ 0,07 1,69+ 0,08 1,63 +0,08
Peso (g 70,66 +1256 67,93+13,20 71,70+13,18 73,48+12,44 70,30+11,30 69,10+ 11,81
IMC (kq,m'z) 2465+292 2336+284 2439+267 2563+308 2441+273 25,68+2,59

Dados apresentados em média * desvio padrdo. Testes estatisticos realizados para as varidveis “peso”,
“altura”, “IMC” e para a homogeneidade da distribui¢do dos sexos entre as faixas etérias. a: diferenca
com 0 grupo Gyg.p9; b: diferenca com o grupo Gsg.se; C: diferenca com o grupo Ggo.49; d: diferenca com o
grupo Gsg.sg. Gop29: grupo 20-29 anos; Gzg.ze: grupo 30-39 anos; Gyg.49: grupo 40-49 anos; Gsp.se: grupo
50-59 anos; Ggg.70: grupo de 60-70 anos; IMC: indice de massa corporal. A homogeneidade dos sexos
entre os grupos foi testada com o teste de Qui-quadrado com p < 0,05. Post hoc de Tukey com p < 0,01 e
tamanho do efeito com intervalo de confianga de 99% para todas as varidveis com p < 0,01 na ANOVA
one way. Tabela adaptada de Signini et al., 2022, Scientific Reports, DOI: 10.1038/s41598-022-25747-5.

3.2. Testes bioquimicos

Todos os grupos estiveram dentro de valores normais ou limitrofes nas variaveis
bioguimicas (Tabela 2) (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION PROFESSIONAL
PRACTICE COMMITTEE, 2021; FALUDI et al., 2017; PEARSON et al., 2003;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA, 2011; SUI et al.,, 2008). Foi
observado um teste de ANOVA significativo apenas para o PCRus (p = 0,003), CT (p <
0,001), LDL (p = 0,003) e uréia (p = 0,006). Com relacdo ao PCRus, os valores foram
elevados em Ggp.39 (p = 0,009, ESy4 = 0,922, IC 99% = 0,184 a 1,659), Gso-59 (p = 0,009,
ESq = 1,115, IC 99% = 0,250 a 1,980), e Geo.70 (p = 0,058, ESq = 0,892, IC 99% = 0,086
a 1,698) em comparacdo ao Gyg-29. J& 0 CT apresentou valores mais elevados nos grupos
mais velhos quando comparado ao Gyg.29, COMO observado no Gao49 (p = 0,003, ESy =
0,801, IC 99% = 0,092 a 1,511), Gsos9 (p = 0,016, ESq = 0,909, IC 99% = 0,063 a
1,754) e Geo-70 (p = 0,003, ESy = 0,956, IC 99% = 0,145 a 1,767). Para LDL, valores
elevados foram observados apenas no Ggo.49 (p = 0,006, ESy = 0,877, IC 99% = 0,162 a
1,591) e Ggo-70 (p = 0,018, ESy = 0,930, IC 99% = 0,121 a 1,739) em comparacdo ao
G20-20. Por fim, a uréia foi mais elevada no Gszp39 (p = 0,048, ESq = 0,856, IC 99% =
0,123 a 1,589), Gso.59 (p = 0,008, ESy = 1,131, IC 99% = 0,264 a 1,998) e Ggo-70 (p =
0,068, ES4 = 0,803, IC 99% = 0,004 a 1,602) quando comparado ao Gyg-p9. TOA0OS €SSes

resultados estdo apresentados na Tabela 2 e Figura 7.
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Tabela 2. Exames bioquimicos dos participantes.

Variaveis Bioquimicas Todos Grupos

GZO-Z9 G30-39 G40-49 G50-59 G60-69
CT (mgdL) 186,50 (162,00 — 203,00) 171,00 (139,00 — 189,00) 179,00 (159,00 — 197,50) 191,50 (177 —213,25)* 203,00 (170,25 —207,00)* 194,00 (171,00 — 213,00)*
HDL (g1 54,00 (44,00 — 66,00) 50,00 (44,00 — 67,00) 53,00 (44,00 — 62,50) 50,00 (42,50 — 66,00) 61,00 (43,50 — 64,50) 59,50 (54,00 — 65,50)
LDL (mgn) 109,50 (90,25 — 123,00) 93,00 (65,00 — 113,00) 102,00 (91,00 — 121,50) 118,50 (94,00 — 130,25)* 115,00 (110,00 — 132,50) 110,00 (100,50 — 131,50)%
VLDL (mga) 18,00 (14,00 — 25,00) 15,00 (12,00 — 21,00) 18,00 (14,00 — 24,00) 20,00 (14,00 — 27,00) 21,00 (16,00 — 26,50) 19,00 (14,25 — 23,75)
Triglicérides (myaL) 90,50 (68,00 — 126,75) 75,00 (60,00 — 105,00) 89,00 (68,50 — 120,50) 99,00 (68,25 — 136,50) 104,00 (81,00 — 131,25) 96,00 (69,25 — 118,50)
Acido Urico (mgaL) 5,10 (4,30 — 6,10) 4,80 (4,40 — 5,80) 5,00 (4,23 — 6,00) 5,55 (4,65 — 6,40) 5,15 (4,20 — 7,23) 4,70 (4,23 — 5,55)
Creatinina (mgaL) 0,89 (0,76 — 1,00) 0,84 (0,72 — 0,98) 0,95 (0,76 — 1,06) 0,95 (0,79 — 1,03) 0,89 (0,80 — 0,94) 0,83 (0,76 — 0,89)
Glicemia de jejummgay 91,00 (86,00 — 95,00) 87,00 (83,00 — 93,00) 88,00 (85,00 — 92,00) 92,00 (89,00 — 96,50) 93,50 (90,00 — 95,00) 93,50 (87,50 — 96,75)
Ureia g 31,50 (27,00 — 36,00) 27,00 (23,00 — 32,00) 33,00 (29,50 — 37,00)? 32,00 (29,00 — 36,50) 34,00 (30,75 — 37,75)? 32,50 (29,25 — 36,50)?
PCRUS (ma1) 0,48 (0,16 — 1,13) 0,21 (0,07 —0,50) 0,76 (0,24 —1,51)* 0,37 (0,16 —0,97) 1,19 (0,50 — 1,81)* 0,66 (0,23 —1,13)*

Dados apresentados em mediana e intervalo interquartil. a: diferenga com o grupo Gag.09; b: diferenga com o grupo Gag.ze; C: diferenca com o grupo G 49; d: diferenca com o
grupo Gsgse. As transformacgdes logaritmicas (para VLDL e Triglicerideos), quadratica (para CT), raiz quadrada (para creatinina) e raiz cubica (para HDL e PCRus) foram
utilizadas na estatistica. Para as varidveis ndo listadas acima foram usados os valores originais. CT: Colesterol total; G,g.59: grupo 20-29 anos; Gag.z3e: grupo z9.39 an0s; Gao.ag:
grupo 40-49 anos; Gsp.se: grupo 50-59 anos; Ggo.70: grupo 60-70 anos; HDL.: lipoproteina de alta densidade; LDL.: lipoproteina de baixa densidade; PCRus: proteina C reativa
ultrassensivel; VLDL.: lipoproteina de muito baixa densidade. Post hoc de Tukey com p < 0,01 e tamanho do efeito com intervalo de confianca de 99% para todas as variaveis
com p < 0,01 na ANOVA one way. Tabela adaptada de Signini et al., 2022, Scientific Reports, DOI: 10.1038/s41598-022-25747-5.
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3.3. MAC e ACR

Para as variaveis autondmicas, somente LF, HF e o’pc tiveram significancia
(Tabela 3 e Figura 7) entre as faixas etarias, considerando a ANOVA (p < 0,001, p =
0,001, e p = 0,002, respectivamente). Menores valores de LF, HF, e oc foram
observados no grupo mais velho em comparacdo aos grupos mais jovens, considerando
as diferencas entre Ggo-70 € G2o-29 (p < 0,001, ES4 = -1,349, I1C 99% = -2,200 a -0,498),
Gao.30 (p = 0,001, ESy = -1,076, IC 99% = -1,917 a -0,235), € Gao.4g (p = 0,007, ESy = -
0,884, IC 99% = -1,680 a -0,088) para LF, Ggo-70 com Gap.29 (p = 0,004, ESy = -1,015,
IC 99% = -1,831 a -0,199) e Gzp.39 (p = 0,029, ESq = -0,946, IC 99% = -1,775 a -0,117)
para HF, e Ggo-70 com Gyo29 (p = 0,001, ESq4 = -1,200, IC 99% = -2,035 a -0,365) para
o’pc. Além disso, para LF e o%c, valores reduzidos também foram verificados no grupo
Gso-50 M comparacdo ao Gyop9 (p = 0,085, ES4 = -1,010, IC 99% = -1,865 a -0,155 para
LF, e p=0,113, ESy = -0,847, IC 99% = -1,687 a -0,007 para o°pc).

Considerando a ACR, 0 VOgpico diminui com o aumento da idade (ANOVA: p
< 0,001) e evidenciou valores reduzidos no grupo mais velho (Tabela 3 e Figura 7)
quando comparado ao Gyo-29 (p = 0,001, ESy = -1,484, IC 99% = -2,352 a -0,617), G3-39
(p < 0,001, ESy = -1,706, IC 99% = -2,624 a -0,788) e Gyo.49 (p = 0,001, ES4 = -1,233,
IC 99% =-2,062 a -0,404).



Tabela 3. Controle autondmico cardiaco e ACR em diferentes faixas etarias.
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Variaveis Autondémicas e

Grupos

de ACR Gao-29 Gao.30

G40-49

G 50-59

G60-69

MAC
Dominio do tempo

911,86 (828,53 — 983,22)
2210,29 (1560,85 — 3355,20)

942,06 (854,99 — 1063,28)
1709,86 (929,65 — 3496,37)

Hpc (ms)
2 2
G pC(ms)

Dominio da frequéncia

LF (ms) 811,26 (476,83 — 1302,74) 677,18 (264,04 — 1075,83)
HF (me) 798,68 (429,77 — 1854,86) 517,02 (326,89 — 970,09)
LF ) 45,37 (35,49 - 59,70) 49,39 (35,78 - 65,73)
HF ) 51,67 (37,57 — 64,22) 50,46 (33,88 — 63,11)
LF/HF azz0) 0,88 (0,55 — 1,59) 0,98 (0,56 — 1,96)
ACR

32,30 (30,00 — 37,50) 37,00 (31,55 — 40,05)

VOspico (mikg/min)

Classificacao funcional

aerdbia segundo a AHA Regular (H) / Fraca (M)

Boa (H) / Regular (M)

924,40 (849,07 — 1026,68)
1345,62 (915,38 — 2210,50)

460,33 (271,12 — 983,84)
340,34 (188,32 — 589,96)
60,43 (45,47 — 73,48)
39,48 (26,07 — 53,48)
1,55 (0,85 — 2,82)

30,95 (27,68 — 37,95)

Boa (H) / Regular (M)

933,27 (891,21 — 1028,35)
1189,98 (844,33 — 1843,30)*

373,88 (204,14 — 445,24)
364,90 (122,54 — 627,22)
56,53 (41,85 — 75,13)
42,88 (24,37 — 57,76)
1,32 (0,73 — 3,15)

29,50 (26,48 — 33 45)

Boa (H) / Regular (M)

975,17 (852,88 — 1056,47)
825,30 (557,82 — 1243,27)*

176,44 (72,29 — 385,29)*
176,38 (93,68 — 359,37)®
44,91 (34,74 — 59,67)
53,52 (39,79 — 63,66)
0,84 (0,55 — 1,51)

23,85 (19,98 — 27,23)**

Regular (H) / Regular (M)

Dados apresentados em mediana e intervalo interquartil. a: diferenga com o grupo Gag.09; b: diferenga com o grupo Gag.z9; C: diferenca com o grupo G 49; d: diferenca com o
grupo Gsgse. A transformacao logaritmica (ppe, 6%, LFms?, HFms® € LF/HF) foi utilizada nas estatisticas. As variaveis ndo listadas acima foram utilizadas com os dados
originais. AHA: American Heart Association; Gyg.oe: grupo 20-29 anos; Gag.ze: grupo 30-39 anos; Gag.49: grupo 40-49 anos; Gsg.se: grupo 50-59 anos; Gego.70: grupo 60-70 anos;
H: homens; HF: banda de alta frequéncia; LF: banda de baixa frequéncia; M: mulheres; ppc: média do periodo cardiaco; o’pc: Média das variancias do periodo cardiaco. Post
hoc de Tukey com p < 0,01 e tamanho do efeito com intervalo de confianca de 99% para todas as varidveis com p < 0,01 na ANOVA one way. Tabela adaptada de Signini et

al., 2022, Scientific Reports, DOI: 10.1038/s41598-022-25747-5.
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3.4. Metabol6mica

A técnica de 'H RMN identificou 47 metabélitos (ANEXO C), no entanto,
apenas 5 metabdlitos apresentaram diferencas significativas em seus niveis entre as
faixas etérias avaliadas (Tabela 4 e Figura 7). A isoleucina (ANOVA: p < 0,001) teve
um valor reduzido no grupo Geo-70, apresentando diferencas com Gaop-p9 (p = 0,002, ESy
=-1,197, 1C 99% = -2,032 a -0,363), G030 ( p < 0,001, ESq = -1,545, I1C 99% = -2,441
a-0,649), Gso49 (p < 0,001, ESq =-1,200, IC 99% = -2,026 a -0,375) e Gsp59 (p = 0,017,
ESy = -1,010, IC 99% = -2,010 a -0,010). Da mesma forma, a valina (ANOVA: p <
0,001) evidenciou menores valores no grupo Geo-70, Sendo os valores observados no G-
29 (p = 0,040, ES4 = -0,826, IC 99% = -1,626 a -0,025), Gz0.39 (p < 0,001, ES4 = -1,747,
IC 99% = -2,671 a -0,823), Gao-49 (p = 0,001, ESy =-1,101, IC 99% = -1,916 a -0,285) e
Gsose (p = 0,006, ESy = -1,223, IC 99% = -2,249 a -0,197), entretanto, também
apresentou valores elevados no grupo Gso-39 (p = 0,080, ES¢ = 0,738, I1C 99% = 0,013 a
1,463) em comparacdo ao Ggp9. A leucina por sua vez (ANOVA: p = 0,003) teve
valores maiores em Ggsg.39 (p = 0,007, ESy = 1,049, I1C 99% = 0,211 a 1,888) e G449 (p
= 0,002, ESq = 1,057, IC 99% = 0,245 a 1,868) quando comparado com o grupo Gep-7o.
Além disso, o 3-hidroxiisobutirato (ANOVA: p = 0,003), um metabdlito derivado da
degradacdo da valina, teve um padrdo semelhante da leucina, com Gso.39 (p = 0,001, ESq
= 1,219, IC 99% = 0,363 a 2,074) e Gao.49 (p = 0,031, ESy = 0,844, IC 99% = 0,051 a
1,637) apresentando maiores valores do que no Ggo.70. Por fim, o aminoécido ndo
essencial aspartato (ANOVA: p = 0,007) mostrou-se reduzido nos grupos Gag-29 (p =
0,017, ES4 = -0,827, IC 99% = -1,538 a -0,116) e Gzp39 (p = 0,067 , ESy4 = -0,746, IC
99% = -1,464 a -0,027) em comparagdo ao grupo Gao.s9. Além disso, o aspartato foi
discretamente reduzido nas faixas etarias subsequentes ao Ggo-49 (ES¢ = -0,139 para Gsy.
59 € ESy = -0,138 para Ggo-7o €m comparacdo ao grupo Ggog9) devido a perda de

significancia da diferenca com 0s grupos mais jovens.

Com relagdo a técnica de LC-HRMS, foram verificados 125 features ndo
excluidos pelos filtros acima descritos (valor da média do feature nos QCs > 5% do
valor da média das amostras branco; valor do feature nas amostras QCs com CV < 20%;
feature com valores ausentes < 10% nas amostras experimentais) (ANEXO C). No
entanto, apenas 6 features apresentaram diferencas significativas em seus niveis entre as

faixas etarias, e somente dois eram metabdlitos conhecidos (Tabela 4 Figura 7). O &cido
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hiparico (ANOVA: p < 0,001) foi mais elevado no Ggo.70 cOmparativamente aos demais
grupos: Gzo-29 (p < 0,001, ESy = 1,389, IC 99% = 0,533 a 2,245), G3p.39 (p = 0,004, ESq
= 0,991, IC 99% = 0,158 a 1,824), Gao-49 (p = 0,001, ESq = 1,170, IC 99% = 0,347 a
1,992) e Gso.59 (p = 0,009, ESq = 1,056, IC 99% = 0,051 a 2,061). J& o &cido 10E,12Z-
octadecadiendico (10E,12Z-CLA) (ANOVA: p = 0,001), um &cido linoleico conjugado,
foi o outro metabdlito identificado e apresenta valores mais elevados no Gap.gg
(comparado ao Gyp29: p = 0,019, ESy = 0,816, IC 99% = 0,086 a 1,546) e Gyo49 (EM
comparagdo com Gyp.29: p = 0,004, ESy = 0,956, IC 99% = 0,236 a 1,677; Ggo-70: P =
0,054, ESy = 0,815, IC 99% = 0,024 a 1,606).



Tabela 4. Varidveis metabolicas significativas entre as faixas etarias.
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Variaveis Metabdlicas

Grupos

G20—29

G30—39

Gag-a0

G50-59

G60—69

3-Hydroxiisobutirato g

Aspartato iy

Isoleucina
Leucina (mw)
Valina @

Acido hipurico ()

10E,12Z-CLA ()

0,014 (0,011 —0,018)
0,024 (0,018 —0,031)
0,069 (0,060 — 0,082)
0,098 (0,075 — 0,112)
0,232 (0,204 — 0,274)
0,486 (0,389 — 0,692)
0,193 (0,129 — 0,287)

0,016 (0,014 —0,022)
0,025 (0,020 — 0,032)
0,077 (0,065 — 0,084)
0,097 (0,087 — 0,116)
0,268 (0,237 — 0,298)°
0,661 (0,433 —0,977)
0,615 (0,195 — 1,587)*

0,015 (0,012 — 0,020)
0,032 (0,028 — 0,035)®
0,070 (0,061 — 0,086)
0,102 (0,084 — 0,120)
0,249 (0,211 — 0,292)
0,571 (0,394 — 0,855)
0,831 (0,252 — 1,545)°

0,015 (0,013 —0,017)
0,031 (0,029 — 0,034)
0,067 (0,059 — 0,081)
0,096 (0,082 — 0,112)
0,246 (0,230 — 0,278)
0,676 (0,538 — 0,771)
0,233 (0,132 —0,471)

0,012 (0,009 — 0,016)™
0,031 (0,027 — 0,038)
0,056 (0,049 — 0,063)2>
0,080 (0,070 — 0,092)"
0,198 (0,189 — 0,220)2>
1,365 (0,864 — 2,502)%
0,283 (0,139 — 0,383)°

Dados apresentados em mediana e intervalo interquartil. a: diferenga com o grupo Gyg.09; b: diferenga com o grupo Ggzg.ze; C: diferenca com o grupo Gyg.40; d: diferenga com o
grupo Gsg.s9. As transformacges utilizadas para a estatistica foram: Logaritmo (para acido hipurico, 10E,12Z-CLA, isoleucina, 3-hidroxiisobutirato e leucina) e inversa (para
valina). Para as variaveis ndo listadas acima foram utilizados os valores originais na estatistica. 10E,12Z-CLA: &cido 10E,12Z-octadecadiendico; Gy.09: grupo 20-29 anos;
Gag.39: grupo 30-39 anos; Gao.49: grupo 40-49 anos; Gsg.se: grupo 50-59 anos; Ggo.70: grupo 60-70 anos. Post hoc de Tukey com p < 0,01 e tamanho do efeito com intervalo de

confianca de 99% para todas as varidveis com p < 0,01 na ANOVA one way. Tabela adaptada de Signini et al., 2022, Scientific Reports, DOI: 10.1038/s41598-022-25747-5.
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Figura 7. Diferengas entre as faixas etérias relativizadas a faixa etaria mais jovem. a: diferenca com o
grupo Gag.09; b: diferenga com o grupo Gsg.3g; C: diferenca com o grupo Ggg.49; d: diferenca com o grupo
Gso.50. Valores apresentados em escore Z dos dados transformados considerando a média de cada grupo.
As transformagdes utilizadas para a estatistica foram: Logaritmo (para &cido hipurico, 10E,12Z-CLA,
isoleucina, 3-hidroxiisobutirato, leucina, o’s¢, LF, e HF), raiz ctbica (para PCRus), quadratica (para CT)
e inversa (para valina). Para as variaveis ndo listadas acima foram utilizados os valores originais na
estatistica. o’pc: variancia do periodo cardiaco; 10E,12Z-CLA: 4cido 10E,12Z-octadecadienéico; CT:
colesterol total; Gyg.o9: grupo 20-29 anos; Gzg.z9: grupo 30-39 anos; Gag.s9: grupo 40-49 anos; Gsy.se: grupo
50-59 anos; Ggo.70: grupo 60-70 anos; HF: banda de alta frequéncia; LDL: lipoproteina de baixa
densidade; LF: banda de baixa frequéncia; PCRus: proteina C reativa ultrassensivel; VOop co: consumo de
oxigénio de pico. Post hoc de Tukey com p < 0,01 e tamanho do efeito com intervalo de confianca de
99% para todas as variaveis com p < 0,01 na ANOVA one way.

3.5. PCA

A analise de PCA (Figura 8) evidenciou que o &cido hipdrico foi a variavel que
mais caracterizou o0 Ggo.7o conforme observado pelo agrupamento das amostras no
guadrante inferior esquerdo. As variaveis LF, HF, GZPC e VOgzpico parecem estar
positivamente relacionadas (localizadas no quadrante superior direito) e encontram-se

reduzidas no grupo Gep.70 devido ao agrupamento das amostras no quadrante oposto.
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Além disso, os aminoacidos de cadeia ramificada [BCAAs (leucina, isoleucina, e
valina)] e o 3-Hidroxiisobutirato parecem estar positivamente relacionados como
consequéncia da proximidade dessas variaveis no grafico de loadings, e as mesmas tém
seus valores expressivamente reduzidos no grupo Geo.70, devido a distancia grafica
dessas varidveis da regido de agrupamento das amostras. Por fim, o aspartato, a PCRus,
uréia, o LDL, o CT, e 0 10E,12Z-CLA parecem possuir uma relacdo positiva entre eles
devido ao fato de estarem no mesmo quadrante, porém, a relacdo entre aspartato, CT, e
LDL deve ser destacada em razdo do agrupamento dessas varidveis no grafico de
loadings. Resultados semelhantes sdo observados na figura 9, onde é possivel observar
uma maior projecéo dos grupos mais velhos para as variaveis representadas a direita e

um comportamento contrario para 0s grupos mais novos.
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Figura 8. Anélise de componentes principais com as variaveis significantes. o%: variancia do periodo
cardiaco; 10E,12Z-CLA: &cido 10E,12Z-octadecadiendico; CT: colesterol total; G,q 59: grupo 20-29 anos;
Gag.39: grupo 30-39 anos; Gyo.4g: grupo 40-49 anos; Gsg.se: grupo 50-59 anos; Gego.70: grupo 60-70 anos;
HF: banda de alta frequéncia; LDL.: lipoproteina de baixa densidade; LF: banda de baixa frequéncia;
PRCus: proteina C reativa ultrasenssivel; VO,p,co: consumo de oxigénio de pico. Figura adaptada de
Signini et al., 2022, Scientific Reports, DOI: 10.1038/s41598-022-25747-5.
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Figura 9. Dados apresentados por valores medios do escore Z de cada faixa etéria para cada variavel.
Valores elevados sdo representados na periferia do grafico, enquanto que valores reduzidos sdo
representados na regi&o central (linha periférica do grafico = 1 e ponto central do grafico = -1). o%c:
variancia do periodo cardiaco; 10E,12Z-CLA: acido 10E,12Z-octadecadiendico; CT: colesterol total; Gyo.
29- grupo 20-29 anos; Gzg.3g: grupo 30-39 anos; Gag.49: grupo 40-49 anos; Gsg.se: grupo 50-59 anos; Gego.7o:
grupo 60-70 anos; HF: banda de alta frequéncia; LDL: lipoproteina de baixa densidade; LF: banda de
baixa frequéncia; PRCus: proteina C reativa ultrasenssivel; VO,pico: consumo de oxigénio de pico. Figura
adaptada de Signini et al., 2022, Scientific Reports, DOI: 10.1038/s41598-022-25747-5.

4 Discussao

Com base em nosso conhecimento, este foi o primeiro estudo a avaliar
conjuntamente as varidveis relacionadas ao metaboloma, MAC e ACR no processo de
envelhecimento em individuos aparentemente saudaveis. Os achados indicaram que 0s
BCAAs (leucina, isoleucina, e valina), 3-hidroxiisobutirato, acido hiparico, VOzpico €
MAC global séo influenciados durante o processo de envelhecimento saudavel e séo
principalmente afetados por alteracdes que ocorrem logo apds os sessenta anos. Os
niveis séricos de BCAAs e 3-hidroxiisobutirato e VOopico Se mantiveram relativamente
estaveis até o grupo Gsps9 sendo observada uma diminuicdo significativa dessas
variaveis no Ggo.79, €nquanto que o acido hipdrico teve um comportamento inverso na
faixa etaria mais velha. Alem disso, a MAC global reduziu com o avangar da idade e
estd nitidamente reduzida no Gego.70, Sendo as maiores perdas observadas para a
modulacdo parassimpética cardiaca. Com relacdo a integracdo dos resultados, foi
observado na PCA uma maior representacdo do acido hiparico no grupo Geo.70 € uma
indicacdo de uma menor representacdo das demais varidveis citadas acima para o

mesmo grupo em relacdo aos demais grupos (Figuras 8 e 9).
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O metabolismo de aminoacidos no envelhecimento tem sido discutido ha vérios
anos (CANFIELD; BRADSHAW, 2019; KOUCHIWA et al., 2012; LE COUTEUR et
al., 2020a). Alguns estudos relatam um aumento dos niveis séricos da maioria dos
aminoacidos com o passar da idade, enquanto outros evidenciam um comportamento
contrario (LAWTON et al., 2008; LE COUTEUR et al., 2020a). O aumento dos niveis
séricos de aminodcidos na condicdo de jejum esta relacionado a distdrbios metabdlicos e
degradacéo proteica (LAWTON et al., 2008; LYNCH; ADAMS, 2014; MATHEW et
al., 2019). Tais circunstancias sdo comumente observadas durante o envelhecimento
como consequéncia de alteragcBes no estado nutricional e do nivel de atividade fisica,
aumento do estresse oxidativo e do dano ao DNA, e ao inflammaging (LE COUTEUR
et al., 2020b; LOPEZ-OTIN et al., 2013). No entanto, os niveis séricos de aminoacidos
também se relacionam positivamente com a quantidade de massa muscular (LE
COUTEUR et al.,, 2020b) e portanto, um nivel reduzido de aminoécidos no soro
sanguineo durante o jejum pode ser resultado de uma massa muscular reduzida
(KOUCHIWA et al., 2012; LE COUTEUR et al., 2020a). Os BCAAs, em especial a
leucina, sdo aminoacidos importantes na regulacdo de processos relacionados a sintese e
degradacdo de proteinas, bem como na sensibilidade muscular & captacdo de
aminoacidos, na producdo de glicogénio, producdo de neurotransmissores, na funcao
mitocondrial, nas respostas do sistema imunologico, no comprimento dos telémeros e
no controle do estresse oxidativo (CANFIELD; BRADSHAW, 2019; LE COUTEUR et
al., 2020b). A maior parte desses efeitos relaciona-se com a influéncia positiva que 0s
BCAAs possuem sobre a ativacdo da proteina alvo da rapamicina de mamiferos
(mTOR) (LE COUTEUR et al., 2020b), cujos efeitos dessa ativacdo ainda sao
intensamente discutidos quanto aos beneficios e maleficios no processo de
envelhecimento (LE COUTEUR et al., 2020b). Contudo, aparentemente, uma reducéo
na atividade da mTOR relaciona-se com uma maior expectativa de vida (COLLINO et
al., 2013a; WEICHHART, 2018).

Um dos achados de maior destaque do nosso estudo foi a evidéncia de reducédo
nos niveis séricos de BCAAs e 3-hidroxiisobutirato no grupo mais velho. Esse achado
estd de acordo com o que foi observado em estudos anteriores e possivelmente esta
relacionado & menor massa muscular em individuos mais velhos (KOUCHIWA et al.,
2012; LE COUTEUR et al., 2020a; PITKANEN et al., 2003). Considerando que todos

0s participantes ndo estavam fazendo uso de medicacdo continua e ndo apresentavam
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nenhuma doenca, alteragdes sistémicas e fatores de risco (tais como, tabagismo, uso
excessivo de alcool, ou obesidade), as faixas etérias mais velhas provavelmente foram
compostas de individuos com boa saude e, portanto, as reducgdes séricas observadas de
BCAAs e 3-hidroxiisobutirato provavelmente ndo se relacionam com processos
patoldgicos. O &cido hipdrico reforca essa hipotese, uma vez que 0s niveis séricos desse
metabdlito foram significativamente mais elevados em individuos mais velhos e por
relacionar-se negativamente com a resisténcia a insulina e positivamente a producéo de
agentes anti-inflamatorios e antivirais, e a biodiversidade e maturidade da microbiota
intestinal (BRUNELLI et al., 2021; DE SIMONE et al., 2021).

A concentracdo sanguinea e urinaria de acido hiparico tende a aumentar ao
longo do envelhecimento saudavel (DE SIMONE et al., 2021) e apresenta relacdo com a
funcdo renal, da mesma forma que os niveis séricos de creatinina e uréia (MUSCH,;
VERFAILLIE; DECAUX, 2006; STANIMIROVA et al., 2020; ZIMMERMAN;
JORNVALL; BERGSTROM, 1990). Um aumento do nivel sérico desse metabdlito
poderia indicar uma fungdo renal prejudicada (STANIMIROVA et al., 2020;
ZIMMERMAN; JORNVALL; BERGSTROM, 1990), entretanto, recentemente também
tem sido proposto esse metabolito como um marcador e mediador da salde metabdlica
(DE SIMONE et al., 2021). O &cido hipurico pode ser derivado da atividade da
microbiota intestinal enriquecida sobre compostos altamente antioxidantes e
imunomoduladores (como polifendis) comumente encontrados em frutas e vegetais, e
proporciona efeitos protetores nas células beta do pancreas (BRUNELLI et al., 2021;
DE SIMONE et al., 2021). O enrigquecimento da microbiota intestinal, observado em
individuos com niveis elevados de acido hipurico sanguineo/urinario, também esta
relacionado a melhor absorcdo de nutrientes no intestino e possui relagdo inversa com a
sindrome da fragilidade em idosos (DE SIMONE et al., 2021; MARTINEZ-GURYN et
al., 2018). Portanto, provavelmente o aumento dos niveis séricos desse metabdlito no
grupo Ggo-70 €std mais relacionado ao enriquecimento da microbiota intestinal do que a
um comprometimento da funcdo renal, considerando que 0s niveis de uréia e creatinina
estiveram dentro dos valores de normalidade em todas as faixas etarias (Tabela 2)
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA, 2011).

Apesar dos maiores valores de acido hipurico na faixa etaria mais velha, o que
pode indicar uma alteracdo favoravel, os indices relacionados a MAC (HF, LF, e 6%c)

reduzem com o processo de envelhecimento e apresentam os menores valores na faixa
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etaria mais velha, assim como observado no estudo de Voss et al. (VOSS et al., 2015).
Isso provavelmente indica um comprometimento da MAC em faixas etarias mais
velhas. Especificamente, considerando a analise espectral, a reducdo de ambas as
bandas espectrais (LF e HF) se traduz em uma provavel reducdo da modulacdo
simpética cardiaca e, principalmente, uma reducdo da modulacdo parassimpética
cardiaca, pois o LF representa um componente misto (modulacdo simpética e
parassimpatica cardiaca) com uma predominancia simpatica, enquanto o HF representa
unicamente a modulagédo parassimpatica cardiaca (CATAI et al., 2020; VANDERLEI et
al., 2009). A reducdo da modulacdo parassimpatica cardiaca & esperada com o
envelhecimento e ocorre como consequéncia de diversos fatores como alteragoes
estruturais e funcionais nos cardiomiocitos, estresse oxidativo, inflammaging,
comprometimento de mecanismos regulatérios, e perda de interacdo entre o0s
subsistemas (LAKATTA, 1999; LOPEZ-OTIN et al., 2013; PORTA et al., 2014;
TAKAHASHI et al., 2012; YOUNG; BENTON, 2018). Tal contexto torna o sistema
cardiovascular mais suscetivel a limitacfes, sobrecargas, e doencas cardiovasculares
(PORTA et al., 2014; VOSS et al., 2015).

Concordante com os comprometimentos na MAC, observamos um aumento da
PCRus em individuos mais velhos (HAARALA et al., 2011). Elevados valores de LDL
e CT também foram observados nas faixas etarias mais velhas, porém nenhum desses
indices possuia valores patoldgicos (FALUDI et al., 2017; POTSCH et al., 2006). Tais
achados sdo consequéncias do inflammaging e de alteracdes no metabolismo lipidico, e
sdo vastamente discutidos na literatura no contexto do envelhecimento (CHUNG, 2021;
MILAN-MATTOS et al.,, 2019). Além disso, foi verificada uma provavel relacdo
positiva entre os valores de colesterol (LDL e CT) e os valores de aspartato (Figura 8),
possivelmente em virtude da relacio de ambos com comprometimentos
cardiovasculares (BONILHA et al., 2021; XUAN et al., 2021).

O aspartato € um aminoacido ndo essencial e tem uma relagdo ainda indefinida
com o envelhecimento saudavel, apesar de, aparentemente, haver uma tendéncia
ascendente dos valores séricos de aminoacidos ndo essenciais (KOUCHIWA et al.,
2012). H& um aumento desse aminoacido no grupo Ggo49 COM uma reducdo muito
discreta nas faixas etarias subsequentes (ESq < -0,2 para ambas as faixas etarias: Gsg.so €
Geo-70), de acordo com nossos dados. O aspartato desempenha um papel significativo no

controle da producdo de espécies reativas de oxigénio, uma vez que é indispensavel no
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equilibrio de NAD®/nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (NADH) nas
mitocdndrias devido a sua atuacéo na lancadeira malato-aspartato (BORST, 2020). Esta
envolvido também no ciclo da uréia e tem participagdo como co-neurotransmissor
excitatorio, agindo de maneira combinada com o glutamato sobre o receptor N-Metil-D-
Aspartato (NMDAR) no sistema nervoso central (CANFIELD; BRADSHAW, 2019;
DALANGIN; KIM; CAMPBELL, 2020; HERRING et al., 2015). Entretanto, o
aumento do aspartato seérico tem sido relacionado com comprometimentos
cardiovasculares (XUAN et al., 2021). Estudos recentes realizados em ratos
evidenciaram a presenca de NMDAR nos vasos sanguineos e no coracdo, sendo que a
sua ativacao esta relacionada com a reducdo da modulacdo parassimpaética cardiaca e ao
aumento da suscetibilidade a arritmias cardiacas (SHI et al.,, 2017). Contudo,
contrastante com o glutamato e a homocisteina (que foram insignificantes em nossos
dados) (GOVORUSKINA et al., 2020), o papel do aspartato sobre 0 NMDAR no

sistema cardiovascular ainda nao foi verificado.

Com o avancar da idade, espera-se que haja uma diminuicdo progressiva do
VOzpico (FLEG et al., 2005) devido a diversos fatores que envolvem alteragdes
funcionais, estruturais e interativas nos tecidos e sistemas (LAKATTA, 1999; PANENI
et al., 2017; SEALS et al, 1994; SHARMA; GOODWIN, 2006; TIELAND;
TROUWBORST; CLARK, 2018). O VOgpico mostrou-se significativamente reduzido
no Geo.7o, indicando menor capacidade de produzir energia a partir do oxigénio. E
possivel destacar nesse contexto, dentre os diversos fatores que estdo envolvidos na
reducdo do VOgpico a0 longo do envelhecimento (LAKATTA, 1999; PANENI et al.,
2017; SEALS et al, 1994; SHARMA; GOODWIN, 2006; TIELAND;
TROUWBORST; CLARK, 2018), o decréscimo dos niveis séricos de BCAAs, uma vez
que esse fato pode estar relacionado com a reducdo do consumo de oxigénio por meio
da relacdo existente entre os BCAAs e a sintese proteica e a funcdo mitocondrial
(CUNNINGHAM et al., 2007; LE COUTEUR et al., 2020b; SCHIEKE et al., 2006). O
controle autonémico cardiovascular também pode ter influenciado na reducdo do
VOazpico N0 Geo-70 (SEALS et al., 1994), uma vez que verificamos alteracbes na MAC
nessa mesma faixa etaria. Com o envelhecimento, ha a reducdo progressiva do débito
cardiaco, especialmente decorrente da reducdo da frequéncia cardiaca maxima, como
consequéncia da estimulacdo beta-adrenérgica prejudicada no cronotropismo cardiaco

(SEALS et al., 1994). Vale ressaltar, entretanto, que as alteragcbes da MAC foram
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verificadas na condicdo de repouso e os fatores periféricos responsaveis pela redugdo do
VOazpico (como a reducdo da massa muscular, disfungdo mitocondrial, e alteragdes
metabolicas intracelulares) também estdo sendo fortemente influenciados no
envelhecimento (HAWKINS; WISWELL, 2003; TIELAND; TROUWBORST;
CLARK, 2018).

Resumindo, o envelhecimento sauddvel provoca alteragdes metabdlicas,
autondmicas e na ACR. Comprometimento da funcdo e estrutura dos sistemas
organicos, reducdes na massa muscular, acimulo de danos no DNA, aumento da
inflamacéo sistémica e do estresse oxidativo, e desequilibrios no controle autonémico
séo as principais causas discutidas na literatura para explicar tais alteragdes (COLLINO
et al., 2013b; LOPEZ-OTIN et al., 2013; PANENI et al., 2017; PORTA et al., 2014;
SHARMA; RAMANATHAN, 2020; TAKAHASHI et al., 2012). Entretanto, o
organismo tenta contrabalancear os comprometimentos decorrentes do envelhecimento
com mecanismos homeostaticos, que séo limitados e sua deplecdo relaciona-se com o
aparecimento de limitacdes fisioldgicas e doencas (LOPEZ-OTIN et al., 2013, 2016).
Espera-se, portanto, que com o avancar da idade o individuo tenha uma maior deplecdo
dos mecanismos homeostaticos e, como resultado, maior dependéncia de habitos
saudaveis para manutencio da satde (LOPEZ-OTIN et al., 2016). No presente estudo,
apesar das acentuadas reducdes na modulacdo parassimpética cardiaca e na ACR na
faixa etaria mais velha, é verificado um perfil metabdlico compativel com o observado
no processo de envelhecimento saudavel discutido na literatura (DE SIMONE et al.,
2021; LE COUTEUR et al., 2020a). Os niveis reduzidos de BCAAs e 3-
hidroxiisobutirato, e o aumento de acido hipdrico, sdo destacados no Ggo.70 € podem
estar atrelados a processos fisiologicos e estados metabolicos que atenuam os efeitos
deletérios existentes no envelhecimento pela menor ativacdo da proteina mTOR (LE
COUTEUR et al., 2020b; LOPEZ-OTIN et al., 2016), por ndo contribuir com o
transporte de &cidos graxos pelo endotélio e com a resisténcia a insulina (JANG et al.,
2016), e devido aos efeitos benéficos que os altos niveis de acido hiparico podem
indicar (BRUNELLLI et al., 2021; DE SIMONE et al., 2021). Contudo, considerando a
natureza transversal do presente estudo, € impossivel concluir que o perfil metabdlico
dos individuos do grupo mais velho seja uma consequéncia de habitos mais saudaveis

durante a vida.
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Este estudo é um estudo observacional e transversal, e é baseado em uma
amostra relativamente pequena quando comparado a outros estudos que abordam essa
tematica (LAWTON et al., 2008; MENNI et al., 2013; YU et al., 2012). No entanto,
este foi o primeiro estudo que avaliou os efeitos do envelhecimento saudavel com uma
perspectiva integrativa, considerando os marcadores de atividade metabdlica e sistémica
(VOqpico € controle autondémico). Além disso, duas técnicas complementares (RMN e
LC-HRMS) foram utilizadas para obter o metaboloma de cada participante. Nao foi
realizado o registro alimentar e nem foi medido o nivel de atividade fisica dos
individuos. Entretanto, todos os sujeitos se encontravam na mesma condic¢do no dia da
coleta de sangue (jejum de 12 horas e com restricdo de alguns alimentos/bebidas, além
da restricdo de realizar atividades fisicas extenuantes), e foram classificados como
aparentemente saudavel de acordo com critérios rigorosos, conforme descrito na se¢édo

de metodologia.
5 Conclusao

A faixa etaria que apresentou as alteracGes mais expressivas foi a mais velha
(Geo-70), na qual houve menores valores dos niveis séricos de BCAAs e seus derivados,
bem como da ACR, da MAC global (especialmente na modulacdo parassimpatica
cardiaca) e elevados valores dos niveis séricos de acido hipurico. Nesse sentido, o perfil
metabolico, a ACR e a MAC se alteram em decorréncia dos comprometimentos
proporcionados pelo envelhecimento, entretanto, algumas alteraces no perfil
metabdlico de idosos aparentemente saudaveis e sem fatores de risco cardiovasculares
podem ser favordveis para atenuar os efeitos deletérios do envelhecimento. S&o
necessarios estudos longitudinais para avaliar os efeitos dos bons habitos de vida sobre
o perfil metabolico, assim como sobre a ACR e a MAC para uma melhor compreenséo

do envelhecimento saudavel.
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CONSIDERACOES FINAIS E DESDOBRAMENTOS FUTUROS

Os mecanismos moleculares envolvidos com o exercicio fisico e 0 processo de
envelhecimento saudavel ainda carecem de mais investigacdes, apesar do grande
namero de trabalhos relacionados com esses temas. Os desfechos da presente tese
colaboram para o esclarecimento de possiveis mecanismos que mostram influéncias
diretas e indiretas do perfil metabdlico com os processos fisiologicos observados nessas

duas condicdes.
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Embora ndo tenha sido possivel avaliar o impacto da préatica de exercicio fisico
regular ao longo das décadas de vida,associado a mudangas de habitos de vida, é
possivel ressaltar a importancia de habitos de vida saudaveis, como uma boa nutricao e
a pratica de exercicios fisicos, para que o metabolismo e os sistemas organicos
mantenham-se equilibrados e, consequentemente, estando menos sujeitos a incidéncia

de doencas cronicas ndo transmissiveis.

Dessa forma, um maior esclarecimento sobre como o exercicio fisico e a boa
nutricdo interferem diretamente no envelhecimento saudavel podera ocorrer em estudos
futuros utilizando-se de uma abordagem multibmica (gendmica, transcriptdmica,
protebmica, e metaboldmica). Isso sera possivel devido ao aprimoramento das técnicas
e ferramentas de andlise. Entretanto, a integracdo de respostas entre variaveis das
ciéncias émicas e a modulacdo autonémica cardiovascular sobre os sistemas organicos
ainda é pouco explorada. O estudo aprofundado dessa integracdo, considerando a
influéncia do exercicio fisico e da nutricdo, poderd ajudar a elucidar a relacdo
fisiologica existente entre a biologia do organismo e as respostas de ajustes
autondmicos cardiovasculares do organismo. Assim, como desdobramentos futuros,
iremos investigar a relacdo do metaboloma com outros indices que refletem o controle
autondmico cardiovascular, como a variabilidade da pressdo arterial e 0 acoplamento
cardiorrespiratorio, considerando o processo de envelhecimento e os niveis de

condicionamento fisico.
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Abstract: Oxylipins are oxidized compounds of polyunsaturated fatty acids that play important
roles in the body. Recently, metabololipidomic-based studies using advanced mass spectrometry
have measured the oxylipins generated during acute and chronic physical exercise and described
the related physiological effects. The objective of this systematic review was to provide a panel
of the primary exercise-related oxylipins and their respective functions in healthy individuals.
Searches were performed in five databases (Cochrane, PubMed, Science Direct, Scopus and Web of
Science) using combinations of the Medical Subject Headings (MeSH) terms: “Humans”, “Exercise”,
“Physical Activity”, “Sports”, “Oxylipins”, and “Lipid Mediators”. An adapted scoring system
created in a previous study from our group was used to rate the quality of the studies. Nine studies
were included after examining 1749 documents. Seven studies focused on the acute effect of
physical exercise while two studies determined the effects of exercise training on the oxylipin profile.
Numerous oxylipins are mobilized during intensive and prolonged exercise, with most related
to the inflammatory process, immune function, tissue repair, cardiovascular and renal functions,
and oxidative stress.

Keywords: inflammation; lipid mediators; lipidomics; metabolites; metabolomics; physical exercise

1. Introduction

Oxylipins are oxidized polyunsaturated fatty acids (PUFAs) and function as lipid mediators for
multiple physiological processes [1-3]. Polyunsaturated fatty acid oxidation following release from cell
phospholipid membranes occurs from the activity of three enzyme systems including cyclooxygenases
(COX), lipoxygenases (LOX), and cytochrome P450 (CYP) enzymes [1,4,5]. The primary fatty acids for
oxylipin generation include arachidonic acid (AA), adrenic acid (AdA), linoleic acid (LA), «-linoleic
acid (ALA), docosahexaenoic acid (DHA), eicosapentaenoic acid (EPA), and dihomo-y-linolenic acid
(DGLA) [1,5].

Plasma oxylipin levels can be altered in some disease states and are influenced by nutritional
status and mental and physiological stressors [2,6-10]. Acute and chronic exercise have a strong effect
on inflammation and immune function, and oxylipins may be involved at a regulatory level [2,10-13].
This potential linkage has generated interest in evaluating the effect of varying exercise workloads on
oxylipin generation from COX, LOX, and CYP enzyme systems, and the interactive effects with different
forms of nutritional support [10,11]. This interest has been fueled by advances in mass spectrometry
(MS) and bioinformatics support that have allowed an ever increasing number of oxylipins to be

Metabolites 2020, 10, 264 ; doi:10.3390/metabo10060264 www.mdpi.comfjournal/metabolites

118



119

ANEXO B: COMPROVANTE DE PUBLICACAO - ESTUDO 2

www.nature.com/scientificreports

scientific reports

OPEN

W) Check for updates

Integrative perspective

of the healthy aging process
considering the metabolome,
cardiac autonomic modulation
and cardiorespiratory fitness
evaluated in age groups

Etore De Favari Signini'™, Alex Castro?, Patricia Rehder-Santos?,

Juliana Cristina Millan-Mattos?, Juliana Magalhées de Oliveira?, Vinicius Minatel®,

Camila Bianca Falasco Pantoni®?, Heloisa Sobreiro Selistre de Aravjo*, Fernando Fabrizzi®,
Alberto Porta®’, Ant6nio Gilberto Ferreira?, Regina Vincenzi Oliveira® &

Aparecida Maria Catai®®

The aging process causes changes at all organic levels. Although metabolism, cardiac autonomic
modulation (CAM), and cardiorespiratory fitness (CRF) are widely studied as a function of age, they are
mainly studied in isolation, thus making it difficult to perceive their concomitant variations. This study
aimed to investigate the integrated changes that occur in the metabolome, CAM, and CRF throughout
aging in apparently healthy individuals. The subjects (n=118) were divided into five groups according
to age (20-29, 30-39, 4049, 50-59, and 60-70 years old) and underwent blood collection, autonomic
assessment, and a cardiopulmonary exercise test for metabolomics analysis using mass spectrometry
and nuclear magnetic resonance, cardiac autonomic modulation analysis, and CRF by peak oxygen
consumption analysis, respectively. The Tukey’s post hoc and effect size with confidence interval were
used for variables with a significant one-way ANOVA effect (P <0.01). The main changes were in the
oldest age group, where the CRF, valine, leucine, isoleucine, 3-hydroxyisobutyrate, and CAM reduced
and hippuric acid increased. The results suggest significant changes in the metabolome, CAM, and CRF
after the age of sixty as a consequence of aging impairments, but with some changes in the metabolic
profile that may be favorable to mitigate the aging deleterious effects.

Aging is a complex process characterized by changes at all organic levels'. There are several hallmarks of senes-
cence that can be summarized in genomic instability, telomere attrition, epigenetic alterations, loss of proteostasis,
unregulated nutrient sensing, mitochondrial dysfunction, cellular senescence, stem cell exhaustion, and altered
intercellular communication®”. The first four hallmarks are primarily responsible for the deleterious effects of
aging, the next three are the positive or negative influencers of the four previous hallmarks, while the last two
are consequences of changes in the previous seven hallmarks, and provide feedback on the deleterious effects”.
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ANEXO C: TABELA COM TODOS OS COMPOSTOS DETECTADOS DO
ESTUDO 2

Técnica Analitica Metabolitos (nomes) ou m/z dos features (nimeros)

Isoleucina; Valina; 3-Hidroxiisobutirato; Leucina; Aspartato; Colina; Dimetil
Sulfona; Lactato; 2-Hidroxiisovalerato; Serina; Succinato; Treonina,;

Acetoacetato; Ornitina; Fenilalanina; Glutamina; Creatinina

'H RMN
Acido Hipurico*; 129,0560*; 10E,12Z-CLA; 537,4164*; 872,6302; 593,4791*;
586,3139%; 655,2784; 467,3731*; 696,5247; 144,9234*; 145,0619*; 916,6549;
100,9334*: 868,5977; 652,4982; 167,0212*: 293,1759*: 698,7851; 1086,1771;
617,7374*; 731,3168*; 195,0873; 203,0824*; 191,0196*; 619,7504; 195,8108*;
LC-HRMS'

T Compostos remanescentes apdés a aplicacdo dos filtros (vide metodologia na sessio LC-HRMS)
Compostos em ordem crescente do valor de “p”, sendo aqueles em negrito com p < 0,01; em preto com
0,01 < p < 0,05; em cinza com 0,05 < p < 0,1; e em cinza claro com p > 0,1. Compostos nédo identificados
(features) pelo LC-HRMS foram representados em m/z. Os compostos com “*” representam aqueles
oriundos do modo de ionizacdo negativa e o restante do modo de ionizagao positiva. 10E,12Z-CLA: &cido
10E,12Z-octadecadiendico; LC-HRMS: Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa de alta
resolugdo; *H RMN: Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio; m/z: Raz&o massa-carga.



