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Resumo

Introducio: O climatério consiste na transicao da fase reprodutiva para ndo reprodutiva da
mulher, e isso se deve a diminuicdo da producdo do estrogénio pelos ovarios, que
consequentemente pode gerar uma maior predisposicao para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares, dentre elas a hipertensdo arterial. O tratamento dessa doenca ¢
prioritariamente medicamentoso, porém ha indicios que alguns alimentos especificos, como o
suco de beterraba que ¢ rico em nitrato (percursor do 6xido nitrico), podem trazer beneficios a
essa populacdo, principalmente quando associados a pratica de exercicios fisicos. Objetivo:
Verificar se a ingestdo do suco de beterraba potencializa a HPE em mulheres apds a menopausa
hipertensas. Métodos: As voluntarias foram submetidas a trés sessdes experimentais,
realizando a ingestao de trés sucos diferentes: placebo (PLA), bebida ndo caldrica sabor laranja
(SL), e suco de beterraba (SB) e realizaram exercicio aerébio moderado em esteira ergométrica
(65-70% da frequéncia cardiaca de reserva) por 40 minutos. O protocolo iniciava as 07h da
manha em jejum, quando ocorria a primeira medida da pressdo arterial (PA), as 07h30 o suco
era ingerido e a PA monitorada até as 09h30, hordrio em que iniciava a sessdo de exercicio.
Ap0s o final deste, a PA era aferida a cada 15 minutos durante 90 minutos. Amostras de saliva
foram coletadas em repouso, imediatamente antes, apds € 90 minutos apos o exercicio para
analise do nitrito (NO2"). Resultados: Finalizaram o estudo 13 mulheres apds menopausa
hipertensas medicadas de idade média 58,1+4,62 anos e ativas. A PA sistélica e diastdlica
reduziu (p<0,001) em todos os pontos pds exercicio nos trés dias, sem diferenca entre elas. Ja
o NO> salivar foi diferente entre as sessoes, sendo que SL ndo apresentou alteragdo em relagao
ao repouso, houve um leve aumento no PLA (p<0,05) e um aumento significativo na sessao SB
em relagcdo aos demais (p < 0,01). Conclusao: A ingestdo aguda de SB nio altera as respostas
da PA pds exercicio em mulheres hipertensas apos a menopausa, mesmo com o aumento da

biodisponibilidade de NO demonstrada pelo NO>".

Palavras-chave: Suco de beterraba. Menopausa. Hipertensao.



Abstract

Introduction: The climacteric consists of the woman transition from the reproductive to the
non-reproductive phase, and this is due to the reduction of estrogen production by the ovaries,
which consequently can generate a greater predisposition for the development of cardiovascular
diseases, among them hypertension. The disease treatment is primarily medicated, but there are
indications that certain specific foods, such as beet juice that is rich in nitrate (nitric oxide
precursor), can bring benefits to this population, especially when associated with physical
exercise. Objective: To verify if an acute intake of beetroot juice potentiates post-exercise
hypotension (PEH) in hypertensive postmenopausal women. Methods: 13 hypertensive
postmenopausal women (58.1+4.62 years and 27.44+4.25 kg/m? of BMI) were recruited to
participate in three experimental sessions, taking three different beverages: beetroot juice (BJ),
placebo — BJ nitrate-depleted (PLA), and orange flavored non-caloric drink (OFD). The
participants performed a moderate aerobic exercise training on a treadmill, at 65-70% of heart
rate reserve (HRR), for 40 minutes. The protocol started at 07h, after an overnight fast, when
the first resting blood pressure (BP) was measured. The beverage was ingested at 07h30 and
BP was monitored until the exercise training started, at 09h30. After the end of the exercise
session, BP was measured every 15 minutes over a 90-minute period. Saliva samples were
collected at rest, immediately before and after exercise, and 90 minutes after exercise for nitrite
(NO2") analysis. Results: There was an increase in salivary NO,” with BJ intake when compared
to OFD and PLA. A slight increase in salivary NO;™ was observed with PLA when compared
to OFD (p <0.05), however, PLA was still lower when compared to BJ (p<0.001). There were
no changes in salivary NO;™ with the OFD. Systolic and diastolic BP decreased (p<0.001) on
all post exercise time points after all interventions, with no difference between the three
beverages. Conclusion: Acute BJ intake does not change PEH responses in hypertensive
postmenopausal women, even with increased NO»/NO bioavailability.

Keywords: Beetroot juice. Menopause. Hypertension.
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1 Introducio

Com o envelhecimento populacional em que o Brasil se encontra hd modificagdes
associadas a diminui¢do da fecundidade e ao aumento na longevidade da populagdo. Observa-
se uma diferencga entre os sexos, no qual a composi¢do da populacdo foi de 51,5% de mulheres
e 48,5% de homens (BRASIL, 2016; INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA - IBGE, 2015). Com o aumento da expectativa de vida, as mulheres passam
um terco da vida na pés menopausa, que consiste em uma das fases do processo do climatério.
Este compreende no periodo de transi¢ao fisiologica da fase reprodutiva para ndo reprodutiva
na mulher. E marcado por mudangas hormonais, como a diminuigo nos niveis de estrogénio e
progesterona, ¢ a cessacdo permanente da menstruacdo, denominada como menopausa
(COYLEWRIGHT; RECKELHOFF; OUYANG, 2008).

Nessa fase os riscos de desenvolver doengas cardiovasculares ndo s6 estdo aumentados,
como sao maiores do que em homens nessa mesma faixa etaria. Além disso, também ocorre
aumento das taxas de obesidade, de perda da massa dssea e muscular, além de disfuncdes
endocrino metabolicas (MEIRELLES, 2014).

Dentre as doengas cardiovasculares existe a hipertensdo arterial sistémica (HAS), uma
doenga cronica controlavel e um importante fator de risco para o desenvolvimento de outras
doencas cardiovasculares. E considerada um problema de saude publica no Brasil e no mundo
e o diagnéstico da HAS no Brasil € de 32,5% (36 milhdes) nos individuos adultos, sendo mais
de 60% nos idosos, contribuindo direta ou indiretamente para 50% das mortes por doenca
cardiovascular (MALACHIAS et al., 2016). Usualmente o controle dessa doenca ¢ realizada
com medicamentos, porém observa-se que os habitos de vida saudaveis, como alimentacao
balanceada e pratica de exercicios fisicos influenciam diretamente na preven¢ao e no controle
na HAS (MASALA et al., 2017).

Uma populacao suscetivel ao desenvolvimento da HAS sdo as mulheres na fase da pos
menopausa. Isso ocorre pelo declinio da producdo de estrogénio, sendo esse um hormonio
cardioprotetor. Quando a produgdo desses hormdnios sexuais esta reduzida, ha respostas diretas
na diminuicao da dilatacdo dos vasos, tendo a elevagdo da pressao arterial (PA) (DI GIOSIA et
al., 2018).

Dentre os meios nao farmacoldgicos para evitar o desenvolvimento da doenga, e quando
ja estabelecida, para tratar e até mesmo retardar o quadro, as formas mais eficientes sdo os
habitos de vida que o individuo segue, como a pratica de exercicio fisico regular, a alimentagao

balanceada, os habitos de sono regulares e a qualidade de vida de modo geral (ASHOR et al.,



10

2015; SOUSA et al., 2017). E importante ressaltar que quando a doenga é diagnosticada, para
os casos de hipertensos estagio 1, sem fatores de risco associado, sem outras doencgas associadas
e se lesdo de orgdos alvo a pratica regular de exercicio fisico associado com uma dieta
balanceada ¢ suficiente para o controle da PA (MALACHIAS et al., 2016). Porém quando o
diagnostico ocorre em estagios mais avancados ou tem alguma fator de risco associado mesmo
no estagio 1, ¢ imprescindivel a utilizagdo do medicamento de forma regular, sendo que o
farmaco utilizado ¢ prescrito por um médico a partir de caracteristicas individuais de cada
paciente (MALACHIAS et al., 2016).

A pratica de exercicio fisico regular se mostra um importante aliado contra a HAS e
estudos apresentam (CARVALHO et al., 2015; SOUSA et al.,2017; TIBANA et al., 2015) que
tanto de forma aguda quanto cronica hd diminui¢@o dos valores da medida da PA propriamente
dita, além de outras interferéncias fisioldgicas, como diminui¢do do estresse oxidativo (ASHOR
et al., 2015), da frequéncia cardiaca (FC) de repouso, da PA de repouso, da variabilidade da
PA, do aumento da variabilidade da FC (COTE et al., 2015), melhora da funcdo endotelial
(SANTOS-PARKER; LAROCCA; SEALS, 2014) e funcao ventricular (ASHOR et al., 2015).

Outro aspecto que se mostra de elevada relevancia sdo os habitos alimentares. O
consumo de vegetais, como beterraba, aipo, alface, rucula e espinafre, contém cerca de 2500mg
(40mmol / 1) de nitrato (NO3") inorganico por kg de vegetal e essa € uma substancia responsavel
por proporcionar vasodilatacio (POORTMANS; GUALANO; CARPENTIER, 2015). Quando
o NOs’inorgénico entra em contato com o acido gastrico, pode ser convertido a 6xido nitrico
(NO), que por sua vez, ¢ conhecido por possuir diversas fungdes fisiologicas e esta ligado
diretamente com a vasodilatagcdo, sendo assim consumir alimentos ricos em nitrato inorganico,
pode ser uma estratégia para a regulagao da PA (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002; DI GIOSIA
etal.,2018).

Um dos alimentos naturais rico em nitrato inorganico ¢ a beterraba e diversos estudos
recentes (ASHOR; LARA; SIERVO, 2017, BAHADORAN et al., 2017; CURTIS et al., 2015)
apresentam a associagdo da suplementagdo do suco de beterraba (SB) ao exercicio fisico, com
resultados fisiologicos benéficos a satide. Frente a esse cenario, levantou-se algumas questoes
especificas sobre o efeito da suplementacdo do SB associado ao exercicio fisico, aplicado a

populagdo de mulheres na pds menopausa e hipertensas medicadas.



11

2 Fundamentacio Tedrica

2.1 Climatério

A fase reprodutiva das mulheres tem seu inicio com a primeira menstruagdo (menarca) até
a ultima menstrua¢ao (menopausa). A passagem da fase reprodutiva para a nao reprodutiva ¢
chamada de climatério e ¢ caracterizada por alteragdes hormonais, morfologicas e funcionais.
Para melhor delimitacdo dessa fase, divide-se em quatro subfases: pré-menopausa,
perimenopausa, menopausa e pés menopausa (TAKAHASHI; JOHNSON, 2015).

A pré menopausa ¢ caracterizada pelo inicio da irregularidade menstrual, no qual o fluxo
sanguineo e a recorréncia das menstruagdes pode ser maior ou menor do que os habitual. E
nesse periodo em que os foliculos presente no ovario comegam a responder de forma
inadequada aos estimulos das gonadotrofinas hipofisarias (TAKAHASHI; JOHNSON, 2015).

A perimenopausa ¢ a delimitagdo do tempo em torno a menopausa, com expressoes maiores
da irregularidade, sobretudo pela diminuigéo do fluxo e da recorréncia da menstruagao. E a fase
mais intensa da pré menopausa e do climatério, ja que o ovario estd proximo da cessacdo da
producdo de estrogénio. Esse hormonio, por sua vez, tem acdo de prote¢do desse sistema,
mediado pelo efeito direto na parede do vaso sanguineo e pelo metabolismo lipidico, e essa
acdo ocorre via receptores identificados em células do musculo liso e do endotélio
(TAKAHASHI; JOHNSON, 2015).

O estrogénio € responsavel pela vasodilatagdo, por estimulacdo de prostaciclina e de 6xido
nitrico, e pela diminui¢do da producdo de agentes vasocontritores, como a angiotensina 2, a
endotelina-1 e as espécies reativas de oxigénio. Além disso impede o espessamento neointimal
apos a lesao do vaso, diminuindo os efeitos das lesdes ateroscleroticas. (DI GIOSIA et al., 2018;
ZANESCO; ZAROS, 2009) Portanto, observa-se as consequéncias fisiologicas da diminui¢ao
extrema da produgd@o desse hormdnio no climatério.

A menopausa ¢ a ultima menstruagdo propriamente dita e o diagndstico s6 ¢ confirmado
quando hé auséncia da menstruacao por 12 meses consecutivos, que ocorre devido a cessagao
da producdo de estrégeno pelos ovarios.

A pd6s menopausa ¢ toda a fase procedente a menopausa e pode ser caracterizada pela
elevacao dos niveis do hormoénio Foliculo Estimulante (FSH) e pela liberacdo minima de
estrogénio (ANTUNES; MARCELINO; AGUIAR, 2003). O FSH, por sua vez, ¢ responsavel

pela regulacdo do crescimento, desenvolvimento e maturacao da puberdade, além de estimular



12

o crescimento dos foliculos ovarianos, a producdo de estrogénio pelos ovarios e regular a
ovulacdo. Quando a ovulagdo ocorre, os niveis de FSH diminuem enquanto ha um aumento de
estrogénio. Portanto, com a menopausa, nao ocorre ovulacdo e a mulher ndo produz mais
estrogénio, nao reduzindo os valores de FSH (DI GIOSIA et al., 2018).

O climatério ¢ uma fase extremamente delicada da vida de uma mulher, visto que ocorrem
muitas mudancas no corpo que afetam diretamente a qualidade de vida dessa populacdo. Nesse
periodo podem aparecer alguns sintomas, como fogachos, insonia e diminui¢do da libido
(TUOMIKOSKI; SAVOLAINEN-PELTONEN, 2017). Socialmente, h4 alguns fatores que
estdo relacionados com essa fase, como a saida dos filhos de casa e a aposentadoria, que podem
afetar diretamente a alteragdo desses sintomas e até desenvolver outras doengas, como por
exemplo, a depressdo e a ansiedade (FRETTA, 2017). Fisiologicamente, com a diminui¢ao de
estrogénio e elevacdo permanente de FSH, essas mulheres podem estar mais suscetiveis a
desenvolver algumas doengas cardiometabolicas, como obesidade e hipertensdao arterial

(MEIRELLES, 2014; ZILBERMAN et al., 2015).

2.2 Hipertensao Arterial

A 7* Diretriz Brasileira de Hipertensdo Arterial publicada em 2016 (MALACHIAS et
al., 2016) apresenta que a HAS ¢ uma condicdo clinica multifatorial caracterizada por elevagao
sustentada dos niveis pressoricos de >140 e/ou 90 mmHg. Porém em 2017, o Colégio
Americano de Cardiologia (WHELTON et al., 2017) apresentou uma nova diretriz em que diz
que niveis pressoricos de >130—-139 e/ou 80-89 mmHg j4 ¢ diagnodstico de HAS. Essa doenga
frequentemente se associa a distirbios metabolicos, alteragcdes funcionais e/ou estruturais de
orgados-alvo, sendo agravada pela presenca de outros fatores de risco, como dislipidemia,
obesidade abdominal, intolerancia a glicose e diabetes melito. Mantém associagdo com eventos
de morte subita, acidente vascular encefilico, infarto agudo do miocérdio, insuficiéncia
cardiaca, doenca arterial periférica e doenca renal cronica, fatal e ndo fatal.

Ha alguns fatores de risco relacionados a HAS: o envelhecimento, que no Brasil estd em
elevacao dos indices de idosos devido ao aumento da expectativa de vida; sexo e etnia, sendo
maior em mulheres e em pessoas negras; excesso de peso e obesidade; consumo excessivo de
sodio; alcoolismo; sedentarismo; fatores socioecondmicos, sendo que adultos com menor nivel
de escolaridade (sem instrug¢dao ou fundamental incompleto) apresentaram a maior prevaléncia

de HAS autorreferida; e genética (MALACHIAS et al., 2016).
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Dentre os meios para diagndstico da HAS ha a medi¢ado da PA no consultério, que pode
ser feita com esfigmomanometros manuais, semiautomaticos ou automaticos e a medicao da
PA fora do consultorio, sendo eles através da medicao residencial da pressao arterial (MRPA),
ou da monitorizagdo ambulatorial da pressao arterial (MAPA) de 24 horas (MALACHIAS et
al., 2016).

Os meios realizados fora do consultorio fornecem informagdes semelhantes e estimam
o risco cardiovascular, porém s6 a MAPA avalia a PA durante o sono. Apos a avaliagao devida
da PA, os pacientes podem ser diagnosticados como normotensos, pré hipertensos ou
hipertensos. Os individuos normotensos sdo aqueles no qual as medidas de consultorio sdo <
120 e/ou 80 mmHg e as medidas fora dele confirmam os valores considerados normais.
Pacientes pré hipertensos sdo aqueles em que a pressao arterial sistolica (PAS) estd entre 121 e
139 e/ou a pressao arterial diastolica (PAD) entre 81 e 89 mmHg. Esses individuos t€ém maior
probabilidade de se tornarem hipertensos e maiores riscos de desenvolvimento de complicagdes
cardiovasculares quando comparados a individuos com PA normal, < 120 e/ou 80 mmHg,
necessitando de acompanhamento periodico (MALACHIAS et al., 2016).

A abordagem terapéutica da HAS inclui medidas ndo medicamentosas e o uso de
farmacos anti-hipertensivos, com o objetivo de reduzir a PA, proteger 6rgdos-alvo, prevenir
desfechos cardiovasculares e renais. Os pacientes diagnosticados iniciam o uso de farmacos
anti-hipertensivos, sendo uma forma eficaz de controle da PA e reducdo de demais riscos
cardiovasculares. Porem observa-se que quando ndo hd mudancgas nos habitos de vida, com a
inclusdo da pratica de exercicio fisico didrio e a alimentacdo saudavel, o quadro hipertensivo
pode progredir para os proximos estagios e ainda mantém riscos de desenvolver outras doencas
cardiovasculares e metabolicas. (MALACHIAS et al., 2016; MASALA et al., 2017)

Estudos recentes (PESCATELLO et al., 2015; SANTOS et al., 2016) apresentam dados
importantes na reducdo da PA em resposta ao exercicio fisico, principalmente em exercicios de
forga e aerobio. Uma meta-analise (SOUSA et al., 2017), apresentou que o treinamento com
pesos isolado ¢ responsavel pela reducdo da PAS e PAD em individuos pré hipertensos e

hipertensos, e essa diminui¢do ¢ mais presente em idosos.

2.3 Exercicio Fisico

A atividade fisica tem sido definida como "qualquer movimento corporal produzido

pelos musculos esqueléticos que resulta em gasto de energia", sendo que ela estd intimamente
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relacionada, mas distinta, ao exercicio fisico. O exercicio ¢ um subconjunto da atividade fisica,
definido como "movimento corporal planejado, estruturado e repetitivo feito para melhorar ou
manter um ou mais componentes da aptidao fisica". O que se indica para a populacao adulta ¢
a pratica de 30 minutos ou mais de atividade fisica de intensidade moderada na maioria dos
dias da semana, de preferéncia todos os dias (PATE et al., 1995).

Quanto a pratica de atividade fisica no Brasil, estima-se que 62,1% da populagdo a partir
de 15 anos de idade nao pratica nenhum tipo de atividade fisica. As mulheres praticam menos
que os homens ¢ a medida em que a populagdo envelhece essa pratica diminui, mostrando a
importancia do desenvolvimento de praticas publicas para estimular a pratica de exercicio
(IBGE, 2015).

A pratica da atividade fisica ¢ de suma importancia para o bom funcionamento
fisioloégico do organismo (ZANESCO; ANTUNES, 2007) e observa-se que sedentarismo ¢
considerado preditor para a mortalidade prematura (YOUNG et al., 2016). Além disso ha uma
relacdo direta entre a inatividade fisica e o desenvolvimento de doengas cardiovasculares, como
a HAS (YOUNG et al., 2016).

Dentre o exercicio fisico, cada modalidade apresenta respostas especificas, sendo que o
exercicio aerdbio € responsavel por promover importantes alteragdes hemodinamicas
(ROMERO; MINSON; HALLIWILL, 2017). Uma dessas alteracoes ¢ a hipotensdao pos
exercicio (HPE), que consiste na reducdo da PA de repouso em até 24 horas apos a sessdo do
exercicio fisico (GOMES ANUNCIACAO; DOEDERLEIN POLITO, 2011), sendo essa uma
intervengdo importante para individuos hipertensos, em que a PA de repouso ¢ patologicamente
elevada.

Em mulheres apds a menopausa observa-se que o exercicio fisico praticado de maneira
cronica atenua o envelhecimento arterial, na medida em que causa adaptacdes vasculares
funcionais e estruturais que colaboram para a manutencdo da normalidade da pressdo arterial
(MENDOZA et al., 2016). Dentre essas adaptagdes ha uma diminuicao da rigidez arterial do
individuo ativo ao se comparar com sedentario e o aumento da atividade da enzima 6xido nitrico
sintase (eNOS) com consequente aumento da atividade do NO (MENDOZA et al., 2016),
podendo levar a um aumento da vasodilatagdo (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002).

Em uma sessao aguda de exercicio fisico também ha elevagao da biodisponibilidade do
NO através do aumento do fluxo sanguineo pulsatil provocado pelo exercicio. Essa pressao
exercida na parede vascular e a tensdo de cisalhamento estimulam a producao do NO, que

quando liberado gera vasodilatagdo e consequente reducdo da resisténcia vascular(GOMES
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ANUNCIACAO; DOEDERLEIN POLITO, 2011), também se mostrando uma estratégia para
aredugdo da PA, principalmente quando pensado na populagdo hipertensa.

Devido a HAS, individuos hipertensos possuem menor biodisponibilidade do NO,
principalmente devido a disfuncdo endotelial causada pela doenga que gera uma menor
atividade da eNOS (KORSAGER LARSEN; MATCHKOV, 2016). Dentre as estratégias para
melhorar a biodisponibilidade de NO, além da pratica do exercicio fisico, € por meio da ingestao
de percursores do NO através de alimentos e suplementos, como o suco de beterraba, uma

bebida rica em nitrato inorganico (KAPIL et al., 2010).

2.4 Ingestio do suco de beterraba

A beterraba ¢ uma hortalica com origem das regides de clima temperado da Europa e
Norte da Africa, que pertence a familia Quenopodiacea, caracterizada por possuir uma raiz
tuberosa comestivel. No brasil seu cultivo ¢ realizado, principalmente, nas regides Sudestes e
Sul. A coloragdo avermelhada da beterraba ¢ dada pelas betalainas, pigmentos nitrogenados da
ordem Caryophyllales, que aparentemente exibem atividades antioxidantes na classe de
cationicos dietéticos (ALVES et al., 2008).

Além das betalainas, a beterraba também possui outros compostos bioativos, como
fibras, acucar, vitaminas do complexo B e minerais, como potéssio, sddio, cobre e zinco
(ALVES et al., 2008). A raiz dessa hortaliga pode ser consumida de diversas maneiras, como
seca ao forno, cozida, em conserva, na forma de puré, de geleia processada e através do suco
(GULDIKEN et al., 2016). Além de todos esses beneficios nutricionais supracitados, os
principais estudos realizados com o SB acontecem principalmente por ser uma bebida rica em
NOs7, um potente percursor do NO.

O NOs, quando ingerido, € reduzido a NO>™ ainda na boca a partir de agdes de bactérias
simbioticas na superficie dorsal da lingua através da xantina oxidase. Essa saliva, rica em
compostos nitrogenados, chega ao estbmago e quando em contato com o &cido géstrico, reagdes
ndo enzimaticas convertem uma pequena parte do NO;™a NO. O NO3™ e o NO>™ remanescente
sao rapidamente absorvidos pelo estobmago e pelo duodeno para entrar na circulacao sistémica
e entdo serem convertidos no sangue e nos tecidos a NO bioativo. Aproximadamente de 20-
25% do NOs™ € reabsorvido da corrente sanguinea e concentrado nas glandulas salivares para
posteriormente ser um substrato produtor de NO;’, que ¢ ingerido novamente para sua

subsequente reducdo. Essa reacdo gera elevacdo na concentracdo desses ions no plasma que
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favorece a produgdo de NO endotelial, aplicando mecanismos de reducdo enzimatica (xantina
oxido redutase, enzimas da cadeia respiratéria e aldeido oxidase) e ndo enzimaticos
(hemoglobina desoxigenada / mioglobina, protons, vitamina C e polifendis). Este método de
redugdo ¢ estimulado durante condi¢cdes com baixa disponibilidade de oxigénio e pH acido, o
que consente que a sintese de NO seja situada em determinados momentos especificos
(OCAMPO et al., 2018).

O NO pode se difundir livremente através da membrana das células-alvo e o aumento
de sua concentracdo promove vasodilatagdo por meio de diferentes mecanismos celulares
(proteina quinase dependente de GMPc; monofosfato de guanosina ciclica; e hiperpolarizagao)
e esta associado a diminui¢do da PA através do relaxamento muscular no endotélio ¢ melhora
do fluxo sanguineo (OCAMPO et al., 2018).

Inicialmente o NO3;™ e o NO»™ foram taxados como agentes carcinogénicos, pela ideia
que o NO; em combinagdo com determinadas aminas e amidas poderiam formar as
nitrosaminas. Alimentos embutidos contém uma grande quantidade de NO>", com o objetivo de
afetar sua aparéncia, sabor e principalmente para a seguranca e qualidade das carnes através da
sua atividade antimicrobiana. Por esse motivo foi estabelecido uma seguranca diaria com a
quantidade maxima de ingestdo de NO3™ e o NO>". Porém o que se observa ¢ que em vegetais,
agua potavel e até no colostro e leite materno, ha uma maior quantidade de NO3™ e 0 NO;™ ao se
comparar com a carne € com a quantidade de ingestdo indicado, levando a questionar se o
problema que associa 0 NO3™ e o0 NO;” com potencial carcinogénese estd nesses nutrientes em
si ou em outras substancias presentes nos embutidos, ja que a relagdo entre vegetais, agua
potavel e leite materno € negativa com o desenvolvimento de determinados tipos de cancer
(BEDALE; SINDELAR; MILKOWSKI, 2016). Outra hipotese € que esses alimentos naturais
contém muitos antioxidantes, e por isso os maleficios do NOs3™ e o NO2™ sdo combatidos,
restando apenas o beneficio. Além disso ¢ importante salientar que o proprio corpo humano tem
a capacidade de reabsorver o NOs™ circulante através das glandulas salivares, sendo que o NO>”
convertido através do NO3;™ impede o crescimento de patdgenos orais comuns e do intestino e
potencializa os efeitos bactericidas dos fluidos gastricos, mostrando como essa substincia ¢
necessaria para o organismo (BEDALE; SINDELAR; MILKOWSKI, 2016).

Quanto a seguranga da ingestao de NO3", ndo foi encontrado nenhum impacto negativo
sobre a funcao renal em repouso, mostrando indicios de que nao ha risco toxico nessa ingestao,
porém ndo ha estudos especificos que avaliam os impactos e riscos da ingestdo a um prazo

muito longo (POORTMANS; GUALANO; CARPENTIER, 2015).
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Nos ultimos anos a suplementacdo com o SB vem sendo estudada com o objetivo de
averiguar respostas fisioldgicas e metabolicas (ASHOR; LARA; SIERVO, 2017; CASTRO et
al., 2018; CURTIS et al., 2015; JONES, 2014), tanto na area de nutri¢ao, quanto na area de
Educagao Fisica. As principais analises realizadas sao no desempenho esportivo, avaliando o
consumo de oxigénio ¢ a melhora do desempenho, em treinamento de forga, verificando o
desempenho muscular (BETTERIDGE et al., 2016; CASTRO et al., 2018; CLIFFORD et al.,
2016), e na area da satde, buscando respostas pressoricas € melhor consumo de oxigénio para
individuos com diversas doengas, como doenga pulmonar obstrutiva cronica (CURTIS et al.,
2015; FRIIS et al., 2017), insuficiéncia cardiaca (ZAMANI et al., 2015) e HAS (OCAMPO et
al., 2018).

Quanto a ingestdo do SB em pacientes hipertensos como efeito hipotensor ainda ha
controvérsias quanto ao seu efeito. Em estudo com hipertensos medicados (BONDONNO et
al., 2015) n3o foi encontrado efeito significativo na reducdo da pressdo arterial apos a
suplementagdo de SB por uma semana, provavelmente devido ao controle realizado pelo
farmaco anti-hipertensivo e pela PA basal estar controlada. Por outro lado um estudo (KAPIL
et al., 2015) com a mesma populacdo encontrou respostas hipotensoras com 4 semanas de
ingestdo do SB, sendo que a magnitude da redu¢do da PA foi semelhante a provocado pelo
farmaco, mostrando que a partir da PA basal elevada, o SB tem efeito na estabilizacdo dos
valores da PA. Além disso, ndo foi encontrado nenhum estudo especifico com a ingestdo do SB
associado ao exercicio em mulheres hipertensas apds a menopausa.

Observa-se em recente metanalise (OCAMPO et al., 2018) que hd uma escassez de
estudos clinicos realizados na populacao hipertensa, principalmente relacionado com a pratica
do exercicio fisico. Além disso as respostas fisiologicas dessa populacdo a ingestdo do SB
parecem ser promissoras, porém ainda sdo inconclusivas, mostrando a necessidade de mais
estudos. A partir dos indicios dos efeitos hipotensores causados pela ingestdo do SB associado
ao exercicio fisico, € importante realizar a investigacao desse possivel aliado no tratamento de

mulheres hipertensas ap6s a menopausa.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

O objetivo desse estudo foi verificar a influéncia da ingestdo do suco de beterraba na

hipotensdo pds exercicio em mulheres apos a menopausa hipertensas.

3.2 Objetivos especificos

a) avaliar a ingestdo do suco de beterraba nas respostas das pressodes arteriais sistolica e
diastolica;
b) avaliar a relacdo entre o nitrito salivar com as respostas da pressao arterial apds

ingestao do suco de beterraba.

3.3 Hipotese

A hipotese alternativa do presente estudo ¢ de que a ingestdo do suco de beterraba
aumentara a biodisponibilidade do nitrito salivar e consequentemente a vasodilatagdo,

potencializando a hipotensdo pos exercicio.
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4 Materiais e Métodos

O estudo foi cruzado, randomizado, duplo cego e placebo controlado e ocorreu no
Laboratoério de Fisiologia Cardiorrespiratoria e Metabolica na Faculdade de Educacao Fisica da
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG, Brasil. Foi aprovado pelo Comité de
Etica local (CAAE: 70104717.0.0000.5152) e registrado no Clinicaltrials.gov (niimero:
NCT03620227). Todos as participantes concordaram e assinaram um termo de consentimento

informado antes da admissdo ao estudo.

4.1 Participantes:

Participaram deste estudo 13 voluntarias recrutadas a partir do banco de dados de
mulheres que se inscreveram para realizarem os projetos desenvolvidos no laboratorio,
divulgados a partir midias tradicionais e sociais (TV, radio, cartazes e redes sociais), sendo
mulheres na pds-menopausa (amenorreia de, no minimo, 12 meses e [FSH] > 40mIU/mL),
hipertensas controladas medicadas, que ndo poderiam utilizar medicamentos da classe 3
bloqueador, com idade entre 50 e 70 anos, sem o uso de terapia hormonal, aptas a realizarem
exercicios fisicos na esteira ergométrica, sem nenhuma alergia alimentar que comprometa o
estudo, ndo poderia ter sensibilidade ao nitrato, sem histdrico de acidente vascular encefalico
ou infarto agudo do miocérdio, nao poderia apresentar diagnostico de Diabetes Mellitus, nao
poderia ser fumante e deveriam ter realizado avaliagdo cardioldégica com um médico
especialista antes da intervengao e apresentar atestado comprovando a aptiddo para a pratica de
exercicios fisicas. Os critérios de exclusdo se aplicam para voluntarias que ndo conseguirem
realizar o protocolo de teste por algum motivo, podendo ser devido a intolerancia ao exercicio,
ingestao dos sucos, ou ao tempo de jejum.

Todas as participantes incluidas nos critérios, foram randomizadas aleatoriamente (site
www.random.org) quanto a ordem da ingestdo do suco, sendo os sucos: Suco de Beterraba
(SB), Placebo (PLA) e bebida nao calorica sabor laranja (SL). Elas também responderam uma
anamnese, questionario de nivel de atividade fisica (International Physical Activity
Questionnaire - IPAQ versdao curta) (MATSUDO et al., 2001) e realizaram as medidas
antropométricas: massa corporal pela balanca eletronica Filizola; estatura aferida com

estadiometro fixo Sanny; circunferéncias abdominal pela fita métrica inelastica de 0,5 cm de
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largura Filizola; e composi¢ao corporal pela bioimpedancia do Modelo Biodinamico 450c,

Biodinamica, Shoreline, WA, Estados Unidos).

4.2 Intervencao:

O protocolo de intervengdo teve duracdo de no minimo 10 dias e maximo de 21 dias
incluindo sessdes experimentais e periodos de wash out, nos quais se realizou o teste fisico com
a ingestao do suco ou dos placebos. A voluntéria chegava no laboratorio as 07h e era liberada
as 11h40. Durante todo esse tempo de permanéncia as voluntérias ficaram em repouso sem
nenhuma atividade fisica e sem a ingestdo de alimentos. Na figura 1 ¢ retratado o desenho

experimental das sessdes experimentais.

Figura 1- Desenho experimental das sessdes.

#
C & Repouso #  Exercicio # *
Aerdbio
2 * * * * ok kX k%
| l l l L1 1 L1
hl ! ! ! 10h25 1055 h
7h20 11h25
8h 8h30 Sh 10h40 11h10
7h 7h30 9h30 10h10 11h40

C chegada ao laboratdrio; * medida de PA; # coleta de saliva; & ingestao; Fonte: A autora.

Durante todas as sessOes experimentais as voluntarias chegaram as 7h00 apos jejum
noturno de 8 horas e a PA foi medida: ap6s 20 minutos de repouso na posi¢ao sentada (07h20);
30 minutos ap6s o inicio do consumo de suco e a cada 30 minutos (as 08h, 08h30 e 09h) até o
exercicio; e a cada 15 minutos por 90 minutos apos o exercicio aerobio. As amostras de saliva
foram coletadas apos o repouso de 20min (07h20), imediatamente antes (9h30) e imediatamente
apds (10h10) o exercicio aerdbio e 90 (11h40) minutos apds o término do exercicio. A
frequéncia cardiaca (FC) (Polar® RS800CX) foi medida nos 20 minutos de repouso (entre 07h
e 07h20), durante o exercicio e durante os 90min apos o exercicio fisico. A ingestdo de suco
ocorreu 10 minutos ap6s o término do repouso (07h30) e levou 15 minutos para consumir todo
o conteudo. O exercicio aerdbio teve duracao de 40 minutos (9h30 a 10h) e entdo elas puderam
beber até 250ml de 4gua. Durante toda a intervencado, além do cegamento das voluntérias, os

avaliadores também ficaram cegos quanto ao consumo do suco.
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4.3 Sessao de exercicio fisico

O tipo de exercicio aplicado foi o aerébio na esteira ergométrica de intensidade
moderada e duracdo de 40 minutos continuos, sendo que os primeiros 5 minutos foram de
aquecimento sem inclinagdo da esteira e os 2 ultimos minutos de volta a calma. A velocidade
da esteira poderia chegar entre 5,0 km/h a 5,5 km/h e o incremento da intensidade foi imposto
a partir da inclinacdo da esteira até a voluntaria chegar na zona de frequéncia pré-estabelecida
entre 65% e 70% da frequéncia cardiaca de reserva (FCis.), que foi calculada a partir da férmula
de Karvonen (KARVONEN; KENTALA; MUSTALA, 1957) (FCmax. — FCrep.) x intensidade +
FCiep.). Para a realizacdo desse calculo, levou-se em consideracio a FC de repouso da
voluntaria, que foi averiguada no primeiro dia de coleta, nos 20 minutos iniciais de repouso,
sendo utilizada a FC minima alcancada durante esse tempo ¢ a FC méaxima estimada pela
formula de 220-idade.

Durante toda a sess@o de exercicio a FC foi monitorada para se manter dentro da zona
estipulada e foi aplicado a Escala de Borg (BORG, 1982) para avalia¢dao da percepgao subjetiva
de esforco (PSE) da dispneia e fadiga de membros inferiores separadamente, sendo que o
controle da FC e da PSE ocorria a cada 2 minutos. Caso a FC estivesse fora da zona de
frequéncia estipulada a carga era ajustada. Logo quando o exercicio finalizava e 30 minutos
apos a finalizagdo, a PSE total do exercicio era questionada e anotada para a avaliagdo geral do

exercicio.

4.4 Ingestao do suco de beterraba e placebo

As voluntarias foram aleatorizadas quanto a ordem da ingestdo dos sucos. Para a
aleatorizacdo, antes de iniciar as coletas foi definido codigos que foram do nimero 1 ao nimero
20, futuramente correspondente para cada voluntaria. Foi dado 1 cédigo para cada suco (suco
1, suco 2 e suco 3) e 1 codigo para cada sessdo (sessdo 1, sessdo 2, e sessdo 3) e entdo as
primeira e segunda sessdes foram sorteadas (site random.org) para cada voluntaria. Quanto a
intervengao, foram realizados trés diferentes sucos:

SB, que consistiu em 35ml de suco de beterraba concentrado (Tabela 1) com 400mg de

nitrato, (Beet-It Sport Shot, James White Drinks Ltd., Ipswich, UK), diluido em 315ml de agua
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destilada com 3 gramas de suco de laranja em p6 diluido (Clight, Mondelez International, Inc.),
totalizando na ingestdo de 350ml de suco (20.78mmol/kg).

PLA (3.86mmol/kg), que consistiu no mesmo processo de SB, porém filtrado na resina
de troca i6nica capaz de depletar o NO3(PA101 OH-, Permution®)(CASTRO et al., 2018). O
protocolo para o processo de deplecdo do NO3™ iniciou com o contato de 700 ml de SB em
100ml da resina por 20 minutos em uma garrafa vedada em movimento. Apos esse tempo o
conteudo da garrafa passou por um filtro de pano, sendo que o conteudo era despejado de forma
lenta para um melhor contato do suco com a resina. Uma pequena porcao do suco era retornado
a garrafa com o objetivo de retirar a resina remanescente da garrafa e entdo era despejado
novamente no filtro. Apos esse processo inicial o suco foi filtrado na mesma resina por mais 3
vezes de forma lenta. Posterior a fase de deple¢cao do NO3™ o suco era armazenado na geladeira
e a pesquisadora responsavel por realizar o cegamento dos sucos o dividia em duas garrafas

vedadas com o contetido de 350ml em cada recipiente para ser servido as voluntarias.

Tabela 1- Informacao nutricional do suco de beterraba concentrado (Beet-It Sport Shot, James

White Drinks Ltd., Ipswich, UK).

Informacgao Nutricional

Valores tipicos 100ml 35ml
Calorias (valor energético) 166241(1211 5273121;;1
Gorduras 0,7g 0,3g

Saturadas 0,2¢g 0,1g
Carboidratos 35,4g 12,4g

Acucares 35,4¢ 12,4¢
Proteina 7,3g 2,6g
Sédio 0,3g 0,1g

Fonte: Beet-It Sport Shot, James White Drinks Ltd., Ipswich, UK

SL, que foi composto por 3 gramas de suco de laranja em p6 sem agucar diluido
(Clight, Mondelez International, Inc.) em 350ml de 4gua destilada.

Para o consumo dos liquidos a voluntéria recebeu uma garrafa com capacidade para

500ml vedada, com tampa e com um canudo escuro (Figura 2), impossibilitando visualizar o

contetdo da garrafa e sentir o odor. A pesquisadora responsavel pelo cegamento dos sucos

colocava o conteudo de cada suco na garrafa, realizava a vedagdo e escrevia o nome da

voluntéria na garrafa.
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Figura 2 - Garrafa entregue para as voluntarias

Fonte: A autora

As voluntarias tiveram 15 minutos para ingerir e para ndo haver nenhuma interacao
cruzada dos efeitos dos sucos, houve um periodo de wash out de no minimo 5 dias entre as
sessoes. Durante a sessdo experimental as voluntdrias poderiam ingerir 4gua, mas nenhuma
outra bebida ou comida. Como preparacdo para a coleta elas deveriam evitar alguns alimentos
e bebidas para ndo comprometer os resultados dos sucos e da PA, e para isso receberam uma
ficha na qual descrevia os alimentos que continham nitrato e cafeina, como vegetais verdes
(amaranto; alface; couve; espinafre; abobora; brocolis; aipo; couve flor; rabano chinés),
beterraba ou suco de beterraba, alimentos embutidos (linguiga, mortadela, salame, salpicao,
presunto, peito de peru), café, energético, refrigerantes, ou qualquer bebida alcodlica. No dia
da coleta, antes das voluntarias iniciarem o repouso, era questionado se houve a ingestao de
algum desses alimentos no dia anterior da coleta. Além disso elas também ndo poderia utilizar

enxaguante bucal, para ndo comprometer as analises salivares.

4.5 Medidas da pressao arterial

A PA foi monitorada pelos monitores autométicos OMRON® modelo BP HEM-7113
(ASMAR et al., 2010) devidamente validados e calibrados para essas medidas. Em cada
momento de medida da PA foi realizada 3 vezes e foi considerada as médias para analise. Para
as medidas pressoricas as voluntdrias ficaram na posicdo sentada em um local fresco e sem

nenhum estimulo visual ou sonoro. Para a primeira medida de repouso total elas ficaram 20
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minutos nessa posi¢ao e para as medidas apds o exercicio elas poderiam realizar atividades
sentadas, porém nos ultimos 5 minutos que antecedessem a medida deveria ser em repouso

total.

4.6 Coleta e analise de saliva

A saliva foi coletada utilizando o método cuspe (GIOLO et al., 2018; NAVAZESH,
1993), e as amostras foram centrifugadas a 3500rpm, durante 20 minutos e em seguida, foram
separadas em 2 microtubos de 0,5mL e armazenadas a -80 © C até as analises.

Foi analisado na saliva a quantidade de nitrito (NO;") salivar para estimar a
biodisponibilidade de NO pelo método de Griess (KUROSE ef al., 1995). A dosagem de NOy
foi realizada em microplacas com 50 pL de saliva e foram determinadas a 570nm na leitora de
microplacas (Molecular Devices, Menlo Park, CA, USA). O contetdo de NO> foi calculado,
baseado em uma curva padrao, constituida por NANO: nas concentragdes de 400, 200, 100, 50,

25,12.5,6.25 e 3.12 uM.

4.7 Analise estatistica

Para analise do calculo amostral considerou-se como variavel principal as variagdes da
PA causadas por SB comparadas a um grupo PL, definindo varia¢des de 544 mmHg como
valores aceitaveis de efeito (VANHATALO et al., 2010), e considerando um intervalo de
confianca bilateral de 95% e poder de andlise de 80%, foi encontrado um n minimo de 11
pessoas através de um software online (OpenEpi) (SULLIVAN; DEAN; SOE, 2009). Os
resultados do presente estudo estao apresentados em média + erro padrao. O teste de Shapiro-
Wilk foi aplicado para verificar a normalidade dos resultados, ANOVA de dois fatores para
medidas repetidas para andlise das varidveis de repouso pré e apds o exercicio e entre os
tratamentos (SB, PLA, SL), com o teste post hoc de Bonferroni. A AUC pelo método
trapezoidal para comparar com um unico valor o comportamento temporal da PA e do NO>
salivar, ANOVA de um fator para anélise da AUC e das sessdes de exercicio. Foi adotado o
nivel de significancia de p menor que 0,05 e todas as analises foram realizadas nos softwares
SPSS versao 20 e GraphPad Prism 6.

Dessa forma, os resultados serdo apresentados no proximo capitulo no formato de artigo

cientifico.
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Abstract
Objective: To verify if an acute intake of beetroot juice potentiates post-exercise hypotension
(PEH) in hypertensive postmenopausal women. Methods: 13 hypertensive postmenopausal
women (58.1+4.62 years and 27.4+4.25 kg/m? of BMI) were recruited to participate in three
experimental sessions, taking three different beverages: beetroot juice (BJ), placebo — BJ
nitrate-depleted (PLA), and orange flavored non-caloric drink (OFD). The participants
performed a moderate aerobic exercise training on a treadmill, at 65-70% of heart rate reserve
(HRR), for 40 minutes. The protocol started at 07h, after an overnight fast, when the first resting
blood pressure (BP) was measured. The beverage was ingested at 07h30 and BP was monitored
until the exercise training started, at 09h30. After the end of the exercise session, BP was
measured every 15 minutes over a 90-minute period. Saliva samples were collected at rest,
immediately before and after exercise, and 90 minutes after exercise for nitrite (NO2") analysis.
Results: There was an increase in salivary NO2™ with BJ intake when compared to OFD and
PLA. A slight increase in salivary NO2™ was observed with PLA when compared to OFD (p
<0.05), however, PLA was still lower when compared to BJ (p<0.001). There were no changes
in salivary NO2™ with the OFD. Systolic and diastolic BP decreased (p<0.001) on all post
exercise time points after all interventions, with no difference between the three beverages.
Conclusion: Acute BJ intake does not change PEH responses in hypertensive postmenopausal

women, even with increased NO27/NO bioavailability.

Keywords: Nitrite; Nitric Oxide; Hypertension; Menopause; Post Exercise Hypotension.
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Introduction

There are several physiological changes in women’s body during the climacteric period,
including reduction of estrogen levels and menstruation cessation (menopause). As estrogen is
a cardioprotective hormone [1], subsequently to its reduction, there is an increased risk of
developing cardiometabolic diseases due to reduced vasodilatation, and increased blood
pressure (BP), oxidative stress, and inflammation [2].

Hypertension is one of the most prevalent cardiometabolic disease after menopause [3],
with the most common treatment approach being pharmacological therapy. However, changes
in lifestyle, such as adequate diet and exercise, positively influence hypertension prevention
and control [3]. Thus, the practice of regular physical exercise can reduce resting BP in a
chronic manner, and it can also reduce blood pressure response below resting values acutely
after exercise, which is called post-exercise hypotension (PEH). PEH is clinically relevant in
the prevention and treatment of cardiovascular diseases, and in the reduction of cardiovascular
events [4]. This cardiovascular regulatory response has been related to endothelium-derived
nitric oxide (NO) [4,5]. Endothelial nitric oxide synthase (eNOS) is responsive to exercise-
induced shear stress, reducing L-arginine to NO, which is directly involved in vascular tone
regulation, homeostasis, and vascular structure control [5].

During exercise, NO release induces vasodilation and blood flow control for skeletal
muscles, regulating blood pressure [5]. In addition, consumption of foods containing inorganic
nitrate (NOj3) can increase NO bioavailability by a distinct initial mechanism. Initially,
conversion of NO3™ into NO>™ (nitrite) occurs in the mouth and stomach, through non-enzymatic
reactions, with NO>™ then being released into the systemic circulation for subsequent NO
production [6], leading to an improvement in hemodynamic regulation. Therefore, dietary

nitrate may be a strategy to aid in BP regulation in target populations with increased incidence
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of cardiometabolic diseases, especially when associated with exercise, since these two
pathways of NO production can complement each other [6].

A common food that has a high NO;™ concentration is beetroot, and some effects
observed with beet juice (BJ) consumption are related to improvement in blood flow,
vasodilation, and reduction of BP [7]. The majority of studies that investigated BJ ingestion are
related to sports and exercise performance [8—11], and only a few studies explored BJ
consumption in parameters of health, in non-athletic populations, such as evaluating
hemodynamic parameters in patients with chronic cardiorespiratory diseases [8,12]. These
results are still inconclusive, since one did not find PEH with BJ consumption [12], and the
other found PEH only in diastolic BP (DBP) [8].

Therefore, the purpose of this study was to verify if BJ ingestion has additional effects
on PEH after one aerobic exercise session, and its relationship with salivary NO2™ in
hypertensive postmenopausal women. Our hypothesis was that BJ would improve PEH due to
an increase in NO pathway, measured by salivary NO™ levels.

Materials and Methods
Participants:

The study intervention took place at the Laboratory of Cardiorespiratory and Metabolic
Physiology of the Federal University of Uberlandia, Uberlandia, MG, Brazil. This study design
was approved by the local Ethics Committee (70104717.0.0000.5152) and registered at
Clinicaltrials.gov (NCT03620227). All participants agreed and signed an informed consent
form prior to admission.

For sample calculation, BP variation caused by BJ relative to placebo (PLA) was
considered as a main variable, with a variation of 5+4mmHg defined as an acceptable effect
[13]. Using an online software (OpenEpi) and considering a bilateral 95% confidence interval,

and a power analysis of 80%, it was found that a minimum of 11 people were needed for this
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study. After the calculation, 15 volunteers were recruited to participate in this study.
Participants were required to be: in post menopause (amenorrhea for at least 12 months and
[FSH] > 40mIU/mL); diagnosed with hypertension, according to the 7th Brazilian Arterial
Hypertension Directive [3], which is defined by baseline blood pressure values greater than or
equal to 140 mmHg for systolic BP (SBP) and 90 mmHg for DBP; aged between 50 and 70
years; able to perform exercises on a treadmill. Participants could not: be in use of hormonal
therapy; have history of food allergies that could compromise the study; have sensitivity to
nitrate; have history of stroke or acute myocardial infarction; be diagnosed with Diabetes
Mellitus; or be a smoker. Although all the volunteers used antihypertensive drugs, they could
not use drugs of the B-blocker class. All participants went through a cardiological evaluation
with a specialist before the intervention, obtaining a certificate to attest individual suitability
for exercise practice. Exclusion criteria applied to volunteers who failed to perform the test
protocol, with some of the reasons including intolerance to the exercise program, inability to
ingest the juice, or inability to go through the fasting time.

The study volunteers answered both an anamnesis and a physical activity questionnaire
(IPAQ short version). Anthropometric measures included: body mass (Filizola electronic
scale); height (fixed stadiometer Sanny); abdominal circumference (Filizola inelastic tape); and
body composition (bioimpedancia Inbody 230, Seoul, Coreia do Sul), assessed as previously
described [14]. For the body composition measurement, all participants were instructed not to
perform vigorous physical exercise 24h before the test and to avoid alcohol and caffeine
consumption 72h before the test.

Study Design:
The present study was a crossover, randomized, double blind, and placebo-controlled
trial. The intervention comprised a total of three visits within a period of 10 to 21 days, with a

minimum wash-out interval of 5 days. In each visit, one of the following beverages was taken:
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placebo (PLA), non-caloric orange flavor drink (OFD), or Beetroot Juice (BJ). Volunteers
arrived in the laboratory at 07:00 a.m. and left at 11:40 a.m. Figure 1 illustrates the experimental

design of the sessions.
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Figure 1: Experimental design of the sessions. (C) Arrival at the laboratory; (*) Blood pressure

measurement; (#) Saliva sample collection; (&) Beverage intake.

During all intervention sessions, the volunteers arrived at 07:00 a.m., after 8 hours of an
overnight fast. BP was measured after 20 minutes of rest in a sitting position (07:20 a.m.), every
30 minutes after the beverage intake until the beginning of the exercise (08:00 a.m., 08:30 a.m.,
and 09:00 a.m.), and every 15 minutes for 90 minutes after the exercise session. Unstimulated
saliva samples were collected after the 20 minutes of rest (07:20 a.m.), immediately before
(09:30 a.m.) and after (10:10 a.m.) exercise, and 90 minutes after the exercise session was
finished (11:40 a.m.). Heart rate (HR) was measured during the 20 minutes of rest (between
07:00 a.m. and 07:20 a.m.), during the exercise, and during the 90 minutes after the exercise
session (Polar®RS800CX). The beverage intake took place 10 minutes after the rest period
(07:30 a.m.), allowing 15 minutes for consumption of all the beverage content. The exercise
session was 40 minutes long (from 09:30 a.m. to 10:10 a.m.).

During the sessions, the volunteers were allowed to drink water, but no other drink or food
ingestion was permitted. They were instructed to avoid foods and drinks rich in nitrate 24 hours
before the sessions and received a list with the following consumption restrictions: green

vegetables (amaranth, lettuce, cabbage, spinach, broccoli, celery, cauliflower, Chinese radish),
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beetroot or its juice, sausage, salami, ham, turkey breast, coffee, energy drinks, soft drinks,
alcoholic beverages, and to avoid the use of mouthwashes. Before starting each intervention
session, volunteers were questioned about these items.

Physical exercise

The exercise consisted of 40 minutes of continuous moderate intensity aerobic exercise
on a treadmill, allowing the first five minutes to warm-up and the last two minutes to cool down.
The treadmill speed could reach 5.5km/h and the intensity increase was imposed by inclining
the treadmill until the volunteer reached the zone between 65% and 70% of HR reserve (HRR)
[15]. For the HRR calculation, we used the formula: maximum HR — resting HR. For the
participants resting HR, we considered the minimum HR measured during the initial 20 minutes
of rest on the first intervention day, and the maximum HR was estimated by the formula: 220-
age.

HR was monitored during the exercise and the Borg Scale [16] was used to assess the
subjective perception of exertion (RPE) for both dyspnea and lower limb fatigue. The
measurements for HR and RPE were assessed every two minutes. Whenever the HR was found
to be outside of the stipulated zone, the exercise load was readjusted.

Intake of beetroot juice and placebo

The intervention included three different juices: BJ, PLA and OFD, with one beverage
assigned to each intervention session. The order of beverage intake was randomly assigned for
each of the volunteers. A researcher who did not participate in the data collection process was
responsible for blinding the drinks, adding each drink to its respective bottle labeled with the
volunteer’s name.

The BJ was prepared using 35 ml of nitrate concentrated beetroot juice containing 400 mg
of nitrate (Beet-It Sport Shot, James White Drinks Ltd., Ipswich, UK), which was diluted in

315ml of distilled water with 6 grams of non-caloric orange juice flavored powder (Clight,
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Mondelez International, Inc.), totalizing 350ml of juice (20.78mmol/kg). The PLA
(3.86mmol/kg) was prepared by filtering the BJ on an ion exchange resin capable of depleting
the NO3;  (PA101 OH-, Permution®) [17], similarly to a previous report [18]. Lastly, the OFD
was a non-caloric orange flavored drink, prepared using 3 grams of orange juice powder diluted
in 350ml of distilled water. Each volunteer received the designated drink in a sealed bottle with
a lid and a dark straw, making it impossible to visualize or smell the bottle content. The study
participants had 15 minutes to drink the entire beverage.
Measurements of blood pressure
BP was measured in a sitting position, without visual or sound stimulation, using
OMRON® BP HEM-7113 automatic monitors. Prior to BP measurement, 20 minutes of rest
was required. BP was measured three times, always in the left arm, and the mean was calculated
for data analysis.
Salivary samples collection and analysis
Saliva samples were collected using the spit method [19]. All samples were centrifuged
at 3000rpm for 15 minutes, the supernatant was separated and stored at -80°C until analysis.
The nitrite (NO7) concentration was used to estimate the bioavailability of NO by the Griess
method [20].
Statistical analysis
All statistical analyses were completed blindly regarding the ingested beverage. Results
are presented as mean + standard deviation. The Shapiro-Wilk test was applied to verify data
normality, and two-way ANOVA was used to analyze differences between the time points (pre
and post exercise) and the treatments (PLA, OFD, BJ), using the Bonferroni post hoc when
necessary. The area under the curve (AUC) by the trapezoidal method was used to compare the
temporal changes of BP and salivary NO2, separately. One-way ANOVA was used for AUC

and exercise analysis, and a Pearson correlation was used to assess BP and nitrite effects. A
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significance level of p<0.05 was established. All analysis were performed using SPSS version
20 and GraphPad Prism 6.

Results

This study was completed by 13 postmenopausal women (two of the 15 volunteers who
started were excluded due to protocol intolerance) who were overweight, medically treated for
hypertension, and physically active. The general characteristics of the volunteers are described
in Table 1. There was no difference in exercise intensity between the sessions. For PLA, OFD,
and BJ sessions, the HR mean was 125.6+£7.2; 126.1£7.8; 126.7+7.4 bpm (p= 0.658); the
treadmill inclination was 3.443.0; 3.5+£2.7; 3.3£2.7% (p= 0.715); the RPE of dyspnea was
3.7+£0.85; 3.4+1.0; 3.4£1.0 (p= 0.328); and the RPE of lower limb fatigue was 4.1+1.2;

3.9+1.12; 3.8£1.1 (p=0.642), respectively.
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Table 1. General characteristics of the participants. BMI: Body mass index.

General features (n = SD)

Age (years) 58.1+£4.6
Body mass (kg) 69.9+9.2
Height (m) 1.57 £0.05
BMI (kg/m?) 274+4.2
Waist circumference (cm) 929+11.7
Body fat (%) 373+6.2
Fat mass (kg) 26.1£6.9
Lean mass (kg) 299+9.2

Physical activity level

Very Active 2 (15%)
Active 8 (62%)
Irregularly Active 3 (23%)
Drugs
Angiotensin 1 Receptor Blockers + Diuretic 6 (46%)
Angiotensin 1 Receptor Blockers 4 (31%)
Diuretic 1 (8%)
Angiotensin Converting Enzyme Inhibitor 1 (8%)
Angiotensin Converting Enzyme Inhibitor + Diuretic 1 (8%)
Statins 3 (23%)
Levothyroxine 4 (31%)

Figure 2 illustrates the results for salivary NO;". All sessions had similar values for
salivary nitrite at rest. Before exercise, salivary nitrite was slightly increased (1.0mM) by PLA

and greatly increased by BJ (2.6mM) (p< 0.05), while the values remained at a low level with
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OFD intake (0.1mM). BJ lead to the highest salivary NO>™ level (3.3mM) immediately after
exercise when compared to the other beverages (PLA 0.9; OFD 0.lmM) (p< 0.01).
Furthermore, salivary nitrite remained increased for up to 90 minutes post exercise with BJ
intake when compared to rest (REST= 0.1+£0.1; POST 0°= 3.3+1.3; POST 90°’= 2.5+1.1mM,;
p<0.001), but with PLA salivary nitrite was only increased until immediately after exercise
when compared to rest (REST= 0.2+0.1; POST 0’= 0.9+0.6; POST 90’= 0.7+0.4mM; p=
0.011). The AUC for NOy™ response over time was the highest with BJ when compared to both
PLA and OFD (p< 0.01), however the response was still higher with PLA when compared to
OFD (p= 0.037). There was no correlation between salivary NO>™ and BP (SBP p= 0.749, r=

0.053; DBP p=0.618, 1= -0.082).
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Figure 2: Salivary nitrite values from point to point (A) and values for the area under the curve (AUC)
(B). Beet juice with depleted nitrate (PLA); Non-caloric orange flavor drink (OFD); Beet juice (BJ). (#)
significantly different between all sessions; (1) significantly different when comparing BJ with both
PLA and OFD; (*) significantly different when compared to rest (REST); (®) significantly different
when compared to PLA; (3) significantly different when compared to BJ; (£) significantly different when

compared to OFD.
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Figure 3 shows the SBP, DBP and HR responses throughout the experimental sessions.
SBP increased after beverage consumption when compared to rest (p=0.001) and decreased
after exercise when compared to both rest and post ingestion time points. DBP also increased
after beverage intake (p=0.001) and decreased in the three following time points after exercise
when compared to rest (p=0.005). All DBP values decreased after exercise when compared to
the pre-exercise value (p=0.001). An increase in HR was observed after exercise when
compared to rest (p=0.001). There was no difference for SBP, DBP or HR between the three

experimental sessions (p=1.000).
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the exercise. (*) significantly different when compared to the -130’ timepoint (resting pre-ingestion);

(#) significantly different when compared to the -90', -60', -30' timepoints (post juice intake).

Figure 4 demonstrates the BP variation after exercise in comparison with the BP
measured at rest (before the exercise) and its respective AUC. SBP and DBP decreased in all
evaluated time points post-exercise (p <0.001). No difference for the AUC was observed among

sessions (p=1.000).
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Figure

4: A values for systolic blood pressure variation (A) and diastolic blood pressure variation (C), area
under the curve (AUC) for systolic blood pressure (B) and for diastolic blood pressure (D). Beetroot
juice with depleted nitrate (PLA); Non-caloric orange flavor drink (OFD); Beetroot juice (BJ). The
negative time values refer to measurements before exercise. The positive time values refer to
measurements after the exercise. (*) significantly different when compared to the -30' point (pre-

exercise).

Discussion
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The hypothesis underlying this study was that an increase in NO2™ due to BJ intake
would enhance NO bioavailability, consequently increasing vasodilation and improving BP
reduction mediated by exercise in hypertensive postmenopausal women. The main findings of
the study were that a moderate-intensity aerobic exercise session was sufficient to cause PEH,
and that acute BJ intake did not lead to additional effects on PEH, even though NO
bioavailability was enhanced, as demonstrated by increased salivary NO;".

To the best of our knowledge, this is the first study with hypertensive postmenopausal
women analyzing acute intake of BJ and its influence on BP. Several other different
interventions using BJ intake have been completed with distinct populations. Previous studies
have investigated chronic [13] and acute BJ ingestion [13], in athletes [9—11], in healthy non-
athletes [21], and in patients in disease states [8,12]. BJ consumption has been analyzed
combined with exercise [13,22] and without exercise [23]. Usually, the primary objective of
these studies is to evaluate the oxygen consumption and blood flow [13], associated with
analysis of plasma or salivary NOz". Although BJ supplementation may cause a significant
reduction in BP and this is usually evaluated as a secondary outcome, we can still cross-compare
these studies with ours.

A recent review [6] discussed different study designs for BJ intervention and blood
pressure response in non-athlete populations. A meta-analysis showed that elderly people had
worse hypotensive responses [24], however, this is not a consensus, since another meta-analysis
[7] showed an opposite effect. Other characteristics that may influence these results are both
sex (women have less evident responses) and BP level at baseline. In this sense, the present
study included middle age to elderly women (58.1 £ 4.6 years), which despite being
hypertensive, had BP medically controlled at baseline. Therefore, these characteristics may

have collaborated to mitigate the hypotensive effects of BJ.
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In a previous study with hypertensive patients with chronic obstructive pulmonary
disease [8], there was a hypotensive effect in DBP 3 hours after BJ ingestion containing
12.9mmoles of NO3-. Differently from the present study, they did not assess BJ consumption
in combination with exercise and they used a lower dose of NOs3™ in BJ, in a population with
compromised cardiorespiratory capacity. In another study [12], patients with insufficient
cardiac output using antihypertensive drugs ingested 140 ml of BJ containing 11.2 mmol of
NOs3™ and performed a 6 min walk, a maximal strength, and a fatigue test. Despite evaluating
BP post-exercise, they did not find a hypotensive effect associated with exercise or BJ
supplementation. It should be noted that this evaluation occurred only 10 minutes after exercise,
and the exercise protocol had more similarities to resistance exercise of high relative intensity.
These characteristics differ greatly from the present study and may explain the absence of PEH,
since this effect is better evidenced post aerobic exercise [25].

After exercise, local vasodilatory mechanisms contribute to BP reduction, leading to a
sustained vasodilatation response [4]. There are studies showing that NO might have this effect,
even though this is not the main cause of PEH [8]. NO is considered a potential contributor to
sustained post-exercise vasodilatation and could be involved in PEH. It is known that shear
stress and activation of endothelial receptors cause NO release by eNOS and that the capacity
of this pathway depends on the interaction of neuropeptide and mechanical stimuli [26]. PEH
is more evident after moderate intensity aerobic exercise in people with hypertension [27].
Considering that the initial level of BP is one of the factors that determines the magnitude of
PEH [27,28], the use of antihypertensive drugs before exercise could mitigate this response.
However, we found a PEH response even with antihypertensive drug use, which highlights the
importance of exercise even in hypertensive patients under pharmacological therapy.

Additionally, local vasodilatory response is not the only mechanism justifying PEH, and

there might be other reasons to the existence of this phenomenon in a systemic way. Halliwill
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et al. [4] highlighted the possible explanations to PEH as: an adjustment of the baroreflex
control to maintain a lower BP after exercise; a reduction in sympathetic nerve activity; a
thermoregulatory readjustment; a vasodilation caused by release of NO and prostaglandins,
which also cause reduction in a-adrenergic sensitivity; and a vasodilation caused by the action
of histamines. Interestingly, BJ has a notable influence on the bioavailability of NO, and
although this pathway does not seem to be the most important cause of PEH [4], some studies
have shown that BJ intake can decrease BP [8,13,22,29]. Therefore, there is a possibility that
increasing NO bioavailability by BJ consumption could change BP response. However, when
simultaneous with other mechanisms (i.e. PEH) there might be a blockage or limitation that
does not allow a significant additional effect in BP reduction.

It is important to consider that postmenopausal women have an increase in oxidative
stress, which impairs vascular cell integrity and causes negative changes in the activity of
antioxidant enzymes, mainly due to the reduction in estrogen synthesis [30]. Furthermore, the
impairment of oxidative balance has an important role in the pathogenesis of hypertension and
may lead to impaired endothelium-dependent relaxation capacity [31]. This decrease in
relaxation capacity is associated with decreased NO production, increased cyclooxygenase-2
(COX-2) expression, and increased nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase
(NADPH oxidase), which are enzymes involved in stimulating the production of reactive
oxygen species [31]. Thus, hypertensive women after menopause, have compromised blood
vessel integrity, supposedly having more difficult responses to endothelial stimulus [31].
Ingestion of BJ [32] is a clinically valid strategy to reduce oxidative imbalance in this
population, to increase the availability of antioxidant enzymes and blood flow, and to improve
vascular relaxation dependent on shear stress.

A study [ 18] compared the responses to BJ intake in plasma, saliva, and urine and found

that saliva is more sensitive to NOj3", with the NO;™ concentration increasing seven times in
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saliva, three times in plasma, and four times in urine when compared to placebo. This is
probably because the initial conversion of NO3  to NO occurs in the mouth by salivary

components [18,33]. In agreement with these findings, in the current study there was a slight

increase in salivary NO;” with PLA intake, showing that even with the low concentration of
NOj3™ present in PLA, saliva is sensitive enough to respond to this stimulus [18].

Based on our results, there are other possibilities to explain the lack of an additional
effect on PEH with BJ intake. First, the bioavailability of NO may not be the main cause of
PEH, and other factors involved in PEH were not evaluated in the present study, such as
baroreflex activity, and vasodilatation caused by other substances such as histamines and
prostaglandins [4]. Second, acute BJ intake may not be enough to cause positive responses in
this population, therefore long-term studies are warranted.

This study had some limitations. BJ intake and BP measurements were assessed in a
short-term, thus, our results cannot be extrapolated to chronic settings, and blood flow was not
measured. Our results suggest that moderate aerobic exercise is a good strategy to induce PEH
and may be included in hypertension treatment, but only one dose of BJ is not efficient to cause
an additional effect.

Conclusion

In conclusion, acute intake of beetroot juice does not change BP response mediated by
moderate intensity aerobic exercise in hypertensive postmenopausal women, even though there
1s an increase in the bioavailability of salivary NO2/NO.
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