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O simples fato de olharmos o organismo humano e imaginarmos o qudo perfeitas devem
ser as interacoes entre os seus sistemas, jd é algo que por si s6 fascina. Quem um dia ao
sentir um coragdo pulsar ndo especulou sobre a perfeita maquinaria que mantém a
sincronia dos batimentos? Como um sentimento, algo absolutamente abstrato, pode de
repente alterar o ritmo desses batimentos?

Bom, se o amor move montanhas quem dird os simples batimentos de um pequeno
corac¢do! Uma resposta plausivel para muitos, mas extremamente desprezivel para
poucos. O cientista também ama, também sente seu coragcdo responder a um ato de afeto,
mas ndo se contenta com as “montanhas”. As miniicias, os detalhes, a curiosidade e o
prazer de investigar fazem de nos pessoas estranhas, porém realizadas. Quem realmente
faz e entende a ciéncia, sabe que ela nunca serd completa. Sempre existird algo ou uma
lacuna incompreendida. Embora estranhos, nos contentamos, as vezes, com muito pouco.
No universo de dezenas de milhares de proteinas, enzimas e hormonios, que de forma
sincronica regem nossa maquinaria, uma que convive conosco por alguns anos de nossas
vidas é capaz de nos trazer uma enorme felicidade. Mas s6 nés sabemos que, embora
“uma” em um milhdo, essa sim move mais e maiores montanhas do que aquelas
montanhas citadas pelos leigos.

Dias, RG
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RESUMO

O Oxido Nitrico (NO) é um radical livre gasoso sintetizado nos vasos sanguineos
principalmente pela enzima O6xido nitrico sintase endotelial (eNOS). No sistema
cardiovascular ele estd diretamente envolvido no controle do fluxo sanguineo regional,
especialmente na musculatura esquelética. O polimorfismo G894T do gene da eNOS vem
sendo amplamente investigado e o alelo 894T, que resulta na troca do aminoicido
glutamato por aspartato na posicdo 298 da enzima, parece estar associado ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. No entanto, ndo se conhece o efeito dessa
variante genética na vasodilatacdo muscular. Neste estudo testou-se a hipdtese de que a
resposta reflexa de vasodilatacio muscular durante o exercicio isométrico de handgrip
estaria atenuada em individuos portadores do alelo 894T. Em adicdo, que a resposta
atenuada estaria ocorrendo em conseqii€éncia de uma biodisponibilidade reduzida do NO
e/ou aumento da atividade nervosa simpdtica vasoconstritora para a musculatura
esquelética. Para testar tais hipdteses, 287 voluntarios foram previamente genotipados e,
deste total, 33 individuos saudaveis foram selecionados para representar 3 genétipos: GG
(n=15, Idade=43+3 anos, IMC=22,9+0,3 kg/mz), GT (n=9, Idade=39+3 anos,
IMC=24,6+1,2 kg/mz) e TT (n=9, Idade=40+4 anos, IMC=23,5+0,9 kg/mz). A freqiiéncia
cardiaca (FC; ECQG), pressdo arterial média (PAM; oscilométrico) e fluxo sangiiineo no
antebraco (FSA; pletismografia de oclusdo venosa) foram avaliados por 3 minutos no
basal e 3 minutos durante o exercicio isométrico de handgrip, realizado a 30% da
maxima contracdo voluntdria. Nao houve diferenca nos valores basais de FC, PAM, FSA
e condutancia vascular no antebraco (CVA) entre GG (69+2 bpm; 91+3 mmHg;
1,81+0,09 ml.min™.100 ml™; 2,03+0,12 unidades, respectivamente), GT (69+4 bpm;
94+2 mmHg; 1,80+0,23 ml.min".100 ml'l; 1,90+0,24 unidades) e TT (633 bpm; 9543
mmHg; 1,79+0,17 ml.min'.100 ml'l; 1,89+0,17 unidades). Em resposta ao exercicio, a
CVA foi significativamente menor no genétipo TT (A=0,07£0,14 unidades, P=.002)
quando comparado aos genétipos GG (A=0,57+£0,09 unidades) e GT (A=0,64+0,20
unidades). Para investigar os mecanismos responsaveis pela vasodilatacao reduzida no
gendtipo TT, o FSA foi estudado durante a infusdo intra-arterial de L-NMMA (4
mg.min") e L-NMMA + fentolamina (4 mg.min'1 e 100pg.min™), num subgrupo de 8

individuos com genétipo GG e 7 individuos com gendtipo TT. Em adi¢do, avaliou-se a
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atividade nervosa simpdtica muscular (ANSM; microneurografia). Em resposta ao
exercicio, L-NMMA nao alterou a CVA no gendétipo TT (A=-0,05+£0,20 vs. -0,09+0,18
unidades). Ao contrdario, L-NMMA reduziu significativamente a CVA no genétipo GG
(A=0,79£0,14 vs. 0,14+0,09 unidades). Desta forma, a diferenca entre os gendtipos nao
foi mais observada (P=.62). L-NMMA + fentolamina aumentou similarmente a CVA em
resposta ao exercicio nos gendtipos GG e TT (A=1,1620,26 vs. 0,56+0,24 unidades,
P=43). APAM e a ANSM aumentaram significativamente e de forma similar em ambos
os gendtipos. Estes resultados permitem concluir que o polimorfismo G894T do gene da
eNOS estd associado a vasodilatacio muscular reflexa diminuida em resposta ao
exercicio. Em adicdo, esta atenuacao na vasodilatacdo nos individuos homozigotos para o
alelo 894T parece ser primariamente mediada por uma biodisponibilidade reduzida do

6x1do nitrico, mas ndo por um aumento da atividade nervosa simpdtica muscular.
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ABSTRACT

Nitric oxide (NO) is a free radical synthesized in vessels mainly by endothelial nitric
oxide synthase (eNOS) enzyme. In the cardiovascular system NO is involved in the
modulation of regional blood flow, mainly in the skeletal muscle. The G894T
polymorphism of the eNOS gene has been extensively investigated, and the 894T allele
that results in glutamate to aspartate exchange at the position 298 of the eNOS enzyme,
has been associated with cardiovascular diseases. However, the effects of 894T allele on
muscle vasodilatation are unknown. We hypothesized that the reflex forearm blood flow
responses during handgrip isometric exercise would be attenuated in individuals carrying
the 894T allele. In addition, these responses would be mediated by impairment in nitric
oxide availability and/or an increase in vasoconstrictor sympathetic nerve activity to
skeletal muscle. To test the previous hypothesis, 287 volunteers were previously
genotyped, and 33 healthy individuals selected to represent three genotypes: GG (n=15,
age=43+3 years, BMI=22.9+0.3 kg/mz), GT (n=9, age=39+3 years, BMI=24.6+1.2
kg/mz) and TT (n=9, age=40+4 years, BMI=23.5+0.9 kg/mz). Heart rate (HR; ECG),
mean blood pressure (MBP; oscillometric cuff) and forearm blood flow (FBF; venous
occlusion plethysmography) were recorded for 3 minutes at baseline and 3 minutes
during isometric handgrip exercise performed at 30% of maximal voluntary contraction.
Baseline HR, MBP, FBF and forearm vascular conductance (FVC) were similar among
GG (69+2 bpm; 91+£3 mmHg; 1.81+0.09 ml.min".100 ml'l; 2.03+£0.12 units,
respectively), GT (6944 bpm; 94+2 mmHg; 1.80+0.23 ml.min’.100 ml'l; 1.90+0.24
units) and TT (6343 bpm; 95+3 mmHg; 1.79+0.17 ml.min".100 ml'l; 1.89+0.17 units).
FVC responses to exercise were significantly lower in TT (A=0.07£0.14 units, P=.002)
when compared with GG (A=0.57£0.09 units) and GT (A=0.64+0.20 units). To
investigate the mechanisms underlying the lowered vasodilatation in TT genotype, we
studied FBF during brachial intra-arterial infusion of L-NMMA (4 mg.min") and L-
NMMA + phentolamine (4 mg.min"' and 100ug.min™, respectively) in a subset of 8 GG
and 7 TT individuals. In addition, we directly measured muscle sympathetic nerve
activity (MSNA) by means of microneurography. L-NMMA did not significantly change
FVC responses to exercise in TT when compared with saline control infusion (A=-

0.05£0.20 vs. -0.09£0.18 units). In contrast, L-NMMA significantly reduced FVC in GG
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genotype (A=0.79+0.14 vs. 0.14+0.09 units), and the difference between genotypes were
no longer observed (P=.62). L-NMMA + phentolamine increased similarly FVC
responses to exercise in GG and TT individuals (A=1.16+0.26 vs. 0.56+0.24 units,
respectively, P=.43). MBP and MSNA increased significant and similarly throughout
experimental protocols in GG and TT genotypes. We concluded that G894T gene eNOS
polymorphism is functionally associated with impaired reflex muscle vasodilatation to
exercise. In addition, the attenuated vasodilatation responsiveness to exercise in
individuals who are homozygous for the 894T allele of the eNOS gene seems to be

primarily mediated by a reduced nitric oxide bioavailability, but not increase in MSNA.
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INTRODUCAO

A evidéncia de que o endotélio € um componente indispensdvel na regulacdo do
tono vascular surgiu quando andlises experimentais mostraram que na auséncia dessa
monocamada de epitélio pavimentoso a vasodilatacdo induzida por acetilcolina nao
ocorria. Naquele momento, Furchgott e Zawadzki (1980) documentaram que, quando
estimulado, o endotélio era capaz de liberar uma substincia vasoativa que foi
denominada fator relaxante derivado do endotélio (EDRF). Passados alguns anos, o
EDRF foi identificado como sendo o 6xido nitrico (NO; Ignarro et al., 1987), um
composto caracterizado em 1977 por Ferid Murad que, quando liberado por nitratos,
causava relaxamento em células musculares lisas. Este contexto rendeu a Robert F.
Furchgott, Ferid Murad e Louis J. Ignarro o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em
1998. Posteriormente ao NO, foi verificado que o endotélio liberava outros EDRF, tais
como, a prostaciclina (PGI,) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF).
Além disso, o endotélio libera fatores constritores (EDCF) tais como, a endotelina (ET-
1), produtos da via da ciclooxigenase como o tromboxano A, (TXA;) e espécies reativas
de oxigénio, entre eles o anion superoxido (O,7; Vila & Salaices, 2005). Estas
descobertas, associadas a caracteriza¢do do endotélio como um sensor bioldgico capaz de
detectar e responder a qualquer estimulo mecanico, fisico ou quimico, elevou-o ao posto
de um tecido multifuncional que desempenha importante papel na homeostasia de todos

os sistemas fisiolégicos.

Oxido Nitrico e Sistema Cardiovascular

O NO, um intermedidrio gasoso atuante na sinalizacdo de multiplos processos
biol6gicos, é um radical livre que apresenta um elétron desemparelhado na tltima
camada e uma meia vida de 4 a 8 segundos em meio aquoso oxigenado (Moncada et al.,
1989; Kojda & Harrison, 1999). Considerado um gas l4dbil com livre difusdo nas
membranas celulares, tal caracteristica confere a esta molécula uma alta atividade

bioldgica (Palmer et al., 1987). O reconhecimento de que o endotélio vascular € um 6rgao



ativo e que sua integridade favorece efeitos benéficos como acdo antioxidante,
antiinflamatdria, anticoagulante, profibrinolitica, inibi¢do da adesdo e migracdo de
leucdcitos, inibi¢do da proliferacdo e migracdo das células musculares lisas, inibi¢do da
agregacdo e adesdo plaquetdria, veio ampliar ainda mais as multiplas acdes do NO
(Bonetti et al., 2003). Este cendrio ateroprotetor é caracterizado por uma harmonia entre
substancias liberadas pelo endotélio, no qual o NO € citado como um dos compostos
vasoativos mais importantes. A primeira descricdo de disfuncdo endotelial em artérias
corondrias ateroscleréticas, feita por Ludmer et al. (1986), veio confirmar o contexto
acima. Caracterizada como uma desordem sist€mica que antecede a aterosclerose e suas
complica¢des, na disfun¢do endotelial ja € observada uma alterac@o na biodisponibilidade

do NO (Verma et al., 2003).

O entendimento da complexidade da fung¢do endotelial e a dificuldade de se
estudar cada um de seus componentes isoladamente vem sendo aos poucos superado.
Dentro deste contexto, modelos animais capazes de reproduzir um estado fisiolégico
alterado foram desenvolvidos, possibilitando, por exemplo, o funcionamento do sistema
em condicdes de baixa ou aumentada biodisponibilidade de NO. Além disso, estudos in
vivo em humanos, através da infusdo intra-arterial de compostos com potencial em
modular a fun¢do endotélio-dependente ou endotélio-independente, possibilitaram a
investigacdo dos mecanismos moduladores da fungdo vascular, em condi¢des normais e

patoldgicas.

Substrato e Sintases de Oxido Nitrico

Caracterizado como “aminoacido metabolicamente versatil” pelo reconhecimento
de suas multiplas fung¢des, a L-arginina € ainda o substrato necessario para a sintese do
NO. A disponibilidade deste substrato no interior das células do endotélio vascular é
dependente, pelo menos em parte, de sua concentracdo extracelular e da sua captacao
para o interior das cavéolas, onde a enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) exerce
sua funcdo. A L-arginina € um aminodcido carregado positivamente e o seu carreamento

pela membrana plasmaética se d4 através de transportadores especificos para aminodcidos
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cationicos. Baseado na localizagdo da isoforma 1 dos transportadores de aminodcidos
cationicos (CAT-1; gene SLC7A1), nas cavéolas, tal transportador é o principal
responsavel pelo suprimento de L-arginina para a eNOS e conseqiiente catdlise a NO

(McDonald et al., 1997).

A produgdo enzimdtica do NO a partir do aminodcido L-arginina é mediada por
uma familia de trés sintases de 6xido nitrico (NOS), codificadas por genes distintos
(Marletta, 1994). As isoformas compartilham 50-60% de homologia na seqiiéncia de
aminodcidos nos dominios oxidase e redutase (Govers & Rabelink, 2001). Estas
isoformas exibem caracteristicas distintas que refletem suas funcdes especificas in vivo

(Stuehr, 1997).

A oxido nitrico sintase endotelial (eNOS ou NOS III; 7q35-36) e a 6xido nitrico
sintase neuronal (nNOS ou NOS [; 12g24.2) possuem mecanismo de ativagcao
constitutivo (cNOS). A isoforma induzida (iNOS ou NOS II; 17cen-ql12) encontra-se
expressa em processos celulares anormais como na insuficiéncia cardiaca (Ferreiro et al.,
2004), induzidas por citoquinas e agentes inflamatérios, o que resulta em alto fluxo de
NO (Andrew & Mayer, 1999; Wang & Wang, 2000; Alderton et al., 2001).

A eNOS, encontrada principalmente nas células endoteliais em compartimentos
denominados cavéolas (Shaul & Anderson, 1998), é essencial para a manutengdo do
tonus vascular basal. Este tonus €, em parte, mediado pela sintese do NO, um composto
vasoativo participante na regulacdo do fluxo sangiiineo nos diversos leitos vasculares e,

particularmente, no fluxo sangiiineo coronariano (Wang et al., 2000).

Estrutura da eNOS

A eNOS funciona como um dimero, constituida de dois mondmeros idénticos,
que por sua vez podem ser divididos funcional e estruturalmente em dois dominios
principais: um dominio C-terminal redutase, homdlogo ao citocromo P450 e que contém
sitios de ligagdo para NADPH, flavina mononucleotideo (FMN) e flavina adenina
dinucleotideo (FAD) e um dominio N-terminal oxidase, que abstrai um elétron do

substrato L-arginina e possui sitios de ligacdo para o ferro heme, para o co-fator
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tetrahidrobiopterina (BH4) e para a L-arginina (Andrew & Mayer, 1999; Wang & Wang,
2000; Alderton et al., 2001). A reacdo de catdlise das NOS constitutivas envolve dois
estagios de oxidagdo: a hidroxilacdo da L-arginina em N°-hidroxi-L-arginina seguida da
oxidagdo deste intermedidrio com utilizacio de um elétron da NADPH, formando L-
citrulina e NO (Albrecht et al., 2003). Esta reacao consome 1.5 mol de NADPH e 2 mol
de oxigénio por mol de L-citrulina formada (Griffith & Stuehr, 1995; Korth et al., 1994;
Marletta, 1993). Co-fatores como ferro heme, BH,4 e L-arginina tém sido particularmente
estudados, e a baixa biodisponibilidade destes induz ao fendmeno de desacoplamento da
eNOS (Harrison, 1997; Vasquez-Vivar et al., 1998; Cai & Harrison, 2000). O ferro heme
€ essencial para a dimerizacdo das 3 isoformas (Klatt et al., 1996); baixas concentracdes
ou auséncia de L-arginina catalisa a reducdo do oxigénio em superdxido (O,") (Mayer et
al., 1991; Heinzel et al., 1992) e niveis diminuidos de BH,4 leva a producao simultanea de
NO e O, produtos que reagem entre si formando peroxinitrito (ONOO") (Beckman &

Koppenol, 1996).

Regulacao da Expressao Génica e da Atividade da eNOS

Uma vez verificado que as células endoteliais contém uma concentragdo basal da
proteina eNOS, o gene da eNOS foi considerado constitutivamente expresso.
Interessantemente, estudos posteriores demonstraram que concentracdes estdveis do
mRNA sdo sujeitos a um modesto nivel de regulacdo (Searles, 2006). A regido promotora
do gene da eNOS foi clonada demonstrando possuir uma complexa estrutura de regulacao
da expressdao génica. Semelhante a regido promotora de genes constitutivamente
expressos, a regido promotora do gene da eNOS ndo contem a seqii€éncia TATA Box. No
entanto, possui multiplas seqiiéncias DNA cis-regulatorias, incluindo CCAT box, sitios
Spl, GATA motifis, CACCC box, sitios AP-1 e AP-2, regido de ligacdo p53, elementos
NF-1, além de seqii€ncias responsivas a elementos esterdis e shear stress (Marsden et al.,
1993). As seqiiéncias promotoras humana e bovina apresentam 75% de homologia,

sugerindo uma alta conservacdo evolutiva da regulacdo transcricional do gene.

Localizados na regido promotora proximal, os dominios regulatérios positivos I e II



(PRD I e PRD II) estdo envolvidos na regulacio basal da transcri¢do génica,
apresentando afinidade pelos fatores de transcri¢do Sp-1, Sp-3, Ets-1, Elf-1, YY1 e
proteina MYC-associated zinc finger (Karantzoulis-Fegaras et al., 1999). Estudos in vitro
demonstraram que a responsividade do promotor da eNOS ao shear stress é dependente
de seqiiéncias localizadas entre -1000 e -975, regido relativa a inicializa¢do da transcri¢io
(Malek et al., 1999; Silacci et al., 2000). A transcri¢ao da eNOS é mediada pelas vias da
MAPK, Ras/Raf/MEK1/2 e ERK1/2. Em adi¢do, a ligacdo das subunidades p50 e p65 do
NF-kfp ao elemento responsivo GAGACC (-990 ; -984), localizado anteriormente ao sitio
de inicializacdo da transcricao, estd envolvido na ativacdo do promotor pelo shear stress
(Davis et al., 2004). Cultura de células endoteliais bovina submetidas a fluxo laminar
apresentaram aumento de 9 vezes do mRNA, efeito este mediado por dois mecanismos
distintos: 1) aumento transiente da transcricdo do gene; 2) subseqiiente meia-vida
prolongada do mRNA (Davis et al., 2001).

O mecanismo de ativagdo da eNOS tem sido descrito como o mais elaborado das
trés isoformas, refletindo a complexidade do controle fisiolégico dos diferentes leitos
vasculares (Govers & Rabelink, 2001; Michel & Feron, 1997).

O mecanismo cléssico de ativag@o das isoformas constitutivas € dependente do
célcio (Ca™), enquanto a iNOS independe da elevagio das concentragdes intracelulares
de Ca™, devido 2 alta afinidade da ligacdo da enzima com a calmodulina (Harrison,
1997; Michel & Feron, 1997; Papapetropoulos et al., 1999). O principal mecanismo de
ativagdo da eNOS se da pela fosforilacdo do aminoécido serina na posi¢ao 1177
(Shiojima & Walsh, 2002) pela enzima Akt kinase (ou proteina kinase B), o que aumenta
a sensibilidade da eNOS as concentragdes basais de Ca*"/calmodulina (Fulton et al.,
1999). A ativacdo tonica ou féasica da eNOS em resposta ao fluxo sangiiineo é
independente das alteragdes na concentragio do Ca'™ e constitui-se do shear-stress.
Fulton et al. (1999) e Dimmeler et al. (1999) demonstraram que a troca do residuo de
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7T helo aminodcido alanina, torna a eNOS resistente 2 fosforilacdo e ativagdo

serina
pela enzima Akt, uma via dependente de fosfatidilinositol-3 kinase (PI-3K). Embora a
fosforilagdo do residuo de serina''”’ desempenhe um papel crucial na ativagdo enzimatica
da eNOS, € sabido que sua regulagdo € dependente do padrdo de fosforilacio de

multiplos sitios (Mount et al. 2007). A fosforilagdo do residuo de serina®”, localizado no



dominio de ligac@o da flavina mononucleotideo (FMN), também aumenta a atividade da
eNOS e parece ser particularmente importante na manutengao da sintese de NO apds a

1177
. Por outro lado,

ativacdo por Ca™/calmodulina e fosforilagio do residuo de serina
fosforilado pela proteina kinase C (PKC), o residuo de treonina®” interfere com o
dominio de ligagdo da calmodulina regulando negativamente a sintese do NO. Embora ja
se conhecga a importincia de multiplos sitios de fosforilacdo na regulacdo da atividade da
eNOS, os mecanismos de regulacdo envolvendo kinases e fosfatases ainda ndo estdo

totalmente elucidados.

Oxido nitrico, Tono Vascular e Vasodilatacao Muscular

ApOs a verificacdo de que o NO ¢€ sintetizado pelas células endoteliais e que este
participa da regulacdo hemodinamica cardiovascular, o interesse passou a se concentrar
na quantificacdo de sua participacdo na homeostasia deste sistema. Estudos in vivo
demonstraram que a administracdo intra-arterial de N°-monometil-L-arginina (L-
NMMA), um bloqueador inespecifico da atividade das NOS, reduz o fluxo sanguineo
local entre 25% a 50% (Joyner et al., 1997). Embora o tono vascular basal seja o produto
das forcas constritoras versus forgas vasodilatadoras, estes resultados demonstram que o
NO é, pelo menos em parte, o modulador do fenétipo em questao.

Durante condi¢des de estresse mental e exercicio € observado, juntamente com a
resposta taquicdrdica e aumento da pressdo arterial, vasodilatagdo em leito muscular
esquelético como parte das respostas fisiologicas de ajuste do organismo. Foi postulado
que parte desta resposta vasodilatadora muscular seria modulada por um componente
neural, o que ficou evidente posteriormente pela existéncia de fibras simpadticas
colinérgicas para a musculatura esquelética de algumas espécies de mamiferos com
exce¢do de primatas e humanos. Foi verificado que a estimulagdo elétrica do nervo
simpatico provocava vasodilatagcdo em leito muscular, quando a liberacao pré-sindptica
de noradrenalina era inibida pela infusdo intra-arterial de farmacos. No entanto, esta
resposta vasodilatadora mostrou-se atenuada quando um antagonista muscarinico foi

administrado (Abrahams et al. 1964, Bolme & Fuxe, 1970). Posteriormente, ficou



evidente que o NO era, pelo menos em parte, 0 modulador da resposta vasodilatadora
verificada quando fibras simpdticas colinérgicas eram estimuladas (Matsukawa et al.,
1993). Paralelamente, Blair et al. (1959) verificaram que, em humanos, a vasodilatacdo
no antebrago durante manobras fisiolégicas é também mediada por um componente
neural. Durante a aplicacdo do estresse mental, o fluxo sanguineo no membro
simpatectomizado ndo se alterava, quando comparado ao fluxo sanguineo no membro
controle. Em adicdo, a infusdo intra-arterial de atropina no membro controle reduzia em
aproximadamente 50% o aumento no fluxo sanguineo. Naquele momento, utilizando-se
das evidéncias indiretas, os autores sugeriram a existéncia de inervacdo simpética
colinérgica para a musculatura esquelética de humanos. Mimetizando os experimentos
em animais, mais tarde os estudos de Dietz et al. (1994) e Dietz et al. (1997) deixaram
evidente que parte da resposta vasodilatadora muscular, medida no antebrago, durante o
estresse mental ou o exercicio € atenuada com a administrado intra-arterial do L-NMMA.
Os mecanismos pelos quais a acetilcolina e o NO s@o sintetizados e liberados durante as
reacoes de defesa do organismo ndo estdo completamente elucidados em humanos. As
evidéncias alcancadas com bloqueios farmacoldgicos permitem apenas sugerir a
existéncia de fibras simpaticas colinérgicas para a musculatura esquelética. Decorrente de
tais limitagOes, os autores ndo descartam a possibilidade de que a vasodilatacdo seja
causada por uma combinagdo entre fatores circulantes e locais. Uma pequena parte das
células endoteliais poderia sintetizar e liberar acetilcolina (Milner et al. 1990). Além
disso, a ativacdo de receptores P-adrenérgicos localizados no musculo liso vascular
resultaria no relaxamento desse tecido e, em conseqiiéncia, vasodilatagdo. No entanto,
Majmudar et al. (1999) verificaram que parte da vasodilata¢do resultante da ativacao dos
B.-adrenoceptores é mediada pelo NO. Embora os autores ndo expliquem o mecanismo
responsavel por este fendmeno, aproximadamente 25% da vasodilatagdo observada no
antebraco com a infusdo de Ritodrine (agonista seletivo Pr-adrenérgico) foi atenuada
quando L-NMMA ¢€ co-infundido. Estes resultados sugerem a existéncia dos [3;-
adrenoceptores no endotélio vascular, contribuindo para o aumento da atividade da
eNOS. Em adi¢do, o aumento da estimulagdo mecanica do endotélio vascular resultaria
em sintese aumentada de NO, via PI-3K-Akt kinase, com subseqiiente fosforilacio do
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Polimorfismos da eNOS e Estudos Funcionais da Variante G894T.

Genotipada e seqiienciada em 1993 por Marsden e colaboradores (GenBank
D26607), a eNOS estd localizada no cromossomo 7q35-36 e variagdes na sua seqii€éncia
tém sido descritas na regido promotora, exons e introns (Wang & Wang, 2000). O gene
(21-22 kbp) compreende 26 exons e 25 introns com 133 kDa. A seqiiéncia polipeptidica
gerada contém 1203 aminodcidos (Marsden et al., 1993). J4 estd descrito na literatura a
existéncia de trés polimorfismos de um tnico nucleotideo (SNP) na regido promotora, em
localizagdes de nao ligacdo de fatores de transcricao (Karantzoulis-Fegaras et al., 1999).
Nos introns 2, 11, 12, 18, 22 e 23 foram encontrados SNP’s (Poirier et al., 1999) e
polimorfismos de seqii€éncias repetidas nos introns 2, 4, 8 e 13 (Marsden et al., 1993;
Miyahara et al., 1994). Dos polimorfismos encontrados nos exons 6 e 7, a substituicao da
base nitrogenada guanina por timina (G—T), na posicdo 894 localizada no exon 7, resulta
na substitui¢do do aminodcido glutamato (GAG) por aspartato (GAT) na posicao 298 da
seqiiéncia polipeptidica (Philip et al., 1999). Sugere-se que os polimorfismos localizados
na regido promotora do gene desempenham influéncia na transcricio do RNAm,
enquanto os polimorfismos localizados em regides codificadoras podem resultar em
alteracdo de atividade enzimatica (Hingorani, 2001).

O residuo 298 esta localizado externamente no dominio oxidase da enzima, sitios
de ligacdo para L-arginina ou BH,4. Estudos enzimaticos utilizando eNOS recombinante
mostraram nao haver diferenca na constante de Michaelis (k) nem na V4 entre as duas
formas da enzima (Hingorani, 2001). Embora a atividade enzimdtica pareca ndo ser
afetada pela forma Asp298 da enzima, Tesauro et al. (2000) mostraram que esta variante
apresenta maior susceptibilidade a clivagem proteolitica em fragmentos de 100 e 35 KDa

298_p 299

precisamente na posicdo Asp , quando comparado a variante Glu298. No
entanto, Fairchild et al. (2001) demonstraram que tal susceptibilidade proteolitica ocorria
devido a um artefato da preparacdo do experimento. A inconsisténcia desses resultados
ndo exclui a possibilidade de que, in vivo, um desconhecido mecanismo proteolitico ou
até mesmo uma alteracdo na regulacdo pOs-transcricional possa estar sendo modulada

pela variante Asp298 da enzima.



Associacdo da Variante G894T do Gene da eNOS com Fenoétipos

Cardiovasculares

Diversas doengas tém sido associadas a anormalidades na biosintese do NO e
muitas dessas condi¢des estdo associadas a disfun¢do autondmica. Estudos em genética
populacional t€ém demonstrado importante associa¢do entre o polimorfismo G894T do
gene da eNOS com doenca arterial coronariana (DAC) (Hingorani et al., 1999; Hibi et al.,
1998; Shimasaki et al., 1998) e também com o espasmo corondrio induzido por
acetilcolina (Ach) (Yoshimura et al., 1998). Entre as disfuncdes cardiovasculares, foi
ainda verificado que a variante G894T encontra-se associada a hipertensdo arterial
(Miyamoto et al., 1998; Lacolley et al., 1998), embora associacdo ndo tenha sido
verificada em outras populacdes (Kato et al., 1999; Benjafield & Morris, 2000).

A correlacdo entre gendtipo e fendtipo clinico varia quantitativa e
qualitativamente, e a inconsistente associa¢do entre o polimorfismo da eNOS e vdrios
fendtipos clinicos € um fendomeno freqgiientemente observado em outros genes associados
a fendtipos (Wang & Wang, 2000). Esta inconsisténcia tem sido atribuida a fatores
ambientais, alelos independentes, interagdo entre genes e variabilidades em fendtipos
clinicos (Dipple & McCabe, 2000). A importancia dos fatores ambientais na génese de
doencas reflete-se nas diferencas de morbi-mortalidade entre grupos geneticamente
homogéneos, porém com estilos de vida diferentes.

Uma variagdo genética pode ndo ser relevante a uma determinada populacdo,
refletindo diferencas na freqii€ncia da distribui¢do dos alelos. Um exemplo disso, € a
freqii€éncia do alelo 894T que € significativamente maior em popula¢des brancas quando
comparado a populacdo japonesa (Wang et al., 2000). A inconsistente associacdo entre o
polimorfismo da eNOS e as alteracOes vasculares ainda tem sido atribuida a variacido na
distribuicdo da eNOS em diferentes orgaos. Artérias de 6rgaos especificos sdo sujeitas a
diferentes pressdes hemodinamicas, determinando a resposta da parede do vaso e
conseqiiente grau de disfuncdo endotelial (Wang & Wang, 2000).

Philip et al. (1999) observaram, em pacientes submetidos a cirurgia de
revascularizacdo, que a reatividade vascular a infusdo de fenilefrina (PE) € influenciada

pela variante G894 T do gene da eNOS. A resposta vasoconstritora dose-dependente a PE



foi significativamente maior para os alelos TT e GT comparado ao grupo homozigoto
GG, indicando que a reatividade vascular a drogas vasoconstritoras pode ser modulada
pelo polimorfismo da eNOS em humanos. A maior resposta dose-dependente dos
pacientes com a variante 894T sugere uma reduzida biosintese do NO. A administracdao
sistémica de N° -nitro-; arginina metil ester (L-NAME) provoca hipertensdo em humanos
(Vallance et al., 1989; Haynes et al., 1993; Hansen et al., 1994). Segundo Frandsenn et al.
(2001), a administragdo de 4mg/Kg de L-NAME em humanos reduz em 67% a atividade
da eNOS. A biodisponibilidade reduzida do NO em conseqii€ncia das variagdes no gene
da eNOS é um importante candidato para a susceptibilidade de desenvolvimento da
disfun¢do endotelial (Philip et al., 2000; Li et al., 2004; Hingorani, 2001) e alteracdo da

modulacdo da atividade nervosa simpética sobre o vaso (Fabi et al., 1996).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo caracterizar a influéncia da variante G894T do

gene da eNOS no fendtipo de vasodilatacao endotélio-dependente.

Objetivos Especificos

Testar a hipdtese de que:

1) O fluxo sangiiineo basal e/ou a vasodilatacio muscular reflexa induzida pelo
exercicio estariam diminuidos em individuos portadores do alelo T894, quando

comparado a individuos com pelo menos um alelo G894 do gene da eNOS;

2) A menor resposta vasodilatadora reflexa verificada nos individuos com
gend6tipo TT seria, pelo menos em parte, mediada por uma biodisponibilidade reduzida do

ox1do nitrico e/ou um tonus simpatico vasoconstritor aumentado.
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METODOS

Casuistica

Duzentos e oitenta e sete individuos, pacientes do ambulatério do Instituto do
Coracdo — InCor (HCFMUSP) de Sao Paulo, foram convidados a integrar o proposto
estudo. Todos foram submetidos a coleta de sangue para subseqiliente extracdo e
armazenamento do DNA, além de andlises clinicas e laboratoriais para a certificacdo do
estado e condig¢do fisioldgica. Apds genotipagem para o polimorfismo G894T do gene da
eNOS, os 287 individuos foram subdivididos obedecendo a presenca dos alelos G e T, ou
seja, entre os gendtipos GG (n=147; wild-type), GT (n=115) e TT (n=25). Na seqiiéncia,
foi realizada uma cuidadosa selecdo determinada pelos critérios de inclusdo e exclusao
estabelecidos pelo estudo. Presenca de sintomas e doengas cardiovasculares e
metabolicas, uso de farmacos com potencial em afetar a funcido endotelial e fatores de
risco como diabetes, dislipidemia, hipertensdo arterial e tabagismo foram utilizados com
fatores de exclusdo, enquanto indice de massa corporal (IMC) < 27 e inatividade fisica
por pelo menos 6 meses foram utilizados como fatores de inclusdo dos individuos na
investigacdo. Do total, 15 individuos GG, 9 individuos GT e 9 individuos TT obedeceram
os critérios de selecdo e concordaram com os procedimentos do estudo. O protocolo de
pesquisa (SDC 2588/05/008) foi aprovado no mérito cientifico pela Comissao Cientifica
e de Etica do Instituto do Coragdo (Anexo I) recebendo, posteriormente, parecer positivo
da Comissdo de Etica para Anilise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria
Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (Protocolo Pesquisa n° 109/05 — Anexo II). Todos os individuos envolvidos no
estudo foram informados sobre os procedimentos que seriam utilizados na investigagao e,
estando de acordo, assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo

I0).
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Métodos e Procedimentos
Coleta Sangiiinea, Extracao do DNA e Genotipagem

As amostras de sangue periférico (8 mL) foram coletadas em tubos contendo
EDTA como agente anticoagulante. Para isso, uma solu¢do de EDTA a 5,4 mM foi
preparada e adicionada ao sangue total. Apds a homogeneizacdo do sangue, o DNA
gendmico foi extraido do sangue total seguindo os procedimentos padrdes (Pereira et al.,
2007). O material gendmico foi armazenado a -70°C e utilizado posteriormente para a

genotipagem.

A . Exans AN Tuiron
GRO4T

57 &
A e T AN AN A AN Z L N

‘ Regifio Pramatore ‘

LGA L
GA
B
GG GT T
. 248b

I . 5k

BN . 90

Figura 1 — A) Esquema representativo do gene da eNOS caracterizando a troca do
nucleotideo guanina (G) por timina (T) na posi¢do 894 do cDNA da eNOS. B) Esquema
representativo do gel de agarose a 2% e os fragmentos de 158-pb e 90-pb gerados pela
enzima de restricdio Mbol na presenca do alelo 894T. M: marcador de peso molecular
(100 pb DNA Iladder/ GIBCO BRL); (-): controle negativo; /: gendtipo GG (248pb); 2:
genotipo GT (248, 158 e 90pb); 3: gendtipo TT (158 e 90pb).
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A genotipagem foi realizada utilizando-se a técnica de RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), onde o DNA gendmico é submetido a uma reacido de cadeia da
polimerase (PCR) com os primers correspondentes a regido alvo de amplificagdo.
Posteriormente ao PCR, as amostras foram submetidas a digestdo enzimdtica por enzima
de restricdo para a detec¢do do alelo mutante. Um esquema representativo do gene da
isoforma endotelial da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) pode ser visualizado na
Figura 1A.

A variante estudada, localizada no exon 7, consiste na troca do nucleotideo
guanina (G) por timina (T) na posicdo 894 do cDNA da eNOS. Tal mutacio resulta na
alteracdo do aminodcido glutamato (Glu) por aspartato (Asp) no codon 298 da enzima
recebendo, portanto, a denominagdo “Glu298Asp”. Os gendtipos GG, GT e TT foram
identificados por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seguidos por RFLP (Miyamoto
et al, 1998). Resumidamente, os primers para PCR foram construidos para a
amplificacdo de um fragmento de 248-pb, contendo a posi¢do 894 do gene (sense and
antisense primers; 5’-AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA-3’ e 5’-
CCCAGTCAATCCCTTTGGTGCTCA-3’, respectivamente). A mutagdo missense,
resultante da presenga do nucleotideo T na posicdo 894, € reconhecida pela enzima de
restricdo Mbol gerando, portanto, dois fragmentos de 158-pb e 90-pb de comprimento. O
produto da digestao foi posteriormente analisado em gel de agarose a 2% (Figura 1B).

Uma nova genotipagem randomizada com 150 amostras foi realizada

posteriormente por outro técnico e nenhuma misgenotipagem foi detectada.

Fluxo Sangiiineo Muscular

O fluxo sangiiineo muscular (mL de sangue/min/100 mL de tecido) foi avaliado
pela técnica de pletismografia de oclusdo venosa no antebraco. O antebraco avaliado era
sempre o correspondente ao braco ndo dominante. Um manguito neonatal era
posicionado na regido do pulso e um outro manguito na regido do brago,

aproximadamente 4 cm acima da fossa cubital. Durante o exame, o fluxo sangiiineo era
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totalmente obstruido para a regido da mao mediante a uma insuflacdo supra-sistélica do
manguito posicionado na regido do pulso. O manguito posicionado na regido do brago era
inflado e desinflado a uma pressdo de 50 mmHg em ciclos de 8 segundos. Quando
inflado, o retorno venoso era impedido e o aumento no perimetro do antebragco detectado
por um tubo sildstico preenchido com mercurio. O aumento na tensido no tubo sildstico
refletia o aumento do volume do antebrago e, conseqiientemente, a vasodilatacdo. A
condutancia vascular no antebrago foi calculada como (fluxo sangiiineo no
antebraco)/(pressao arterial média) x 100 e o resultado expresso em “unidades” (Negrdo

et al., 2001; Tombetta et al., 2003).

Pressao Arterial e Freqiiéncia Cardiaca

A pressdo arterial foi monitorada de forma ndo invasiva e intermitente, utilizando-
se um manguito automdtico e oscilométrico (Dixtal, DX 2710; Brazil, Manaus),
posicionado na perna. A freqiiéncia cardiaca foi monitorada continuamente através de
registro eletrocardiogréfico.

Durante o estudo invasivo, a pressdo arterial foi monitorada de forma direta
através de um transdutor de pressdo com sensor hemodinamico (Edwards Lifesciences
LLC; Irvine, CA 92614-5686 USA), conectado a um cateter especifico para puncao
arterial (Arrow RA-04220). O sinal da onda de pulso foi registrado em um computador
(GATEWAY 2000 4 DX2-50V), através do programa AT/CODAS, numa freqiiéncia de
500Hz. A freqiiéncia cardiaca foi obtida continuamente através do registro da onda de

pulso da pressao intra-arterial (Negrao et al., 2001; Tombetta et al., 2003).

Exercicio de Handgrip

O exercicio de handgrip foi realizado por preensdo da mao, utilizando-se de um
dinamodmetro. O exercicio foi sempre realizado com o braco dominante. Apds a obtencdo

da maxima contragdo voluntidria (MCV; média de 3 tentativas) foi calculado um valor
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correspondente a 30% do maximo (Tombetta et al., 2003). Este valor foi posteriormente

utilizado durante os trés minutos do exercicio isométrico.

Puncio Arterial e Infusiao de Drogas

Para a infusdo das drogas foi realizada a puncdo da artéria braquial sempre no
membro superior ndo dominante. A puncdo foi realizada apés ampla assepsia com
Riodeine (Polivinil Pirroliona Iodo/PVP- 10% de iodo ativo/Rioquimica®) e protecao da
area manipulada com instrumentacdo esterilizada. Previamente a introdugdo do cateter, a
regido a ser puncionada era anestesiada utilizando-se lidocaina 2%. O cateter especifico
para pungdo arterial (Arrow RA-04220) era, entdo, introduzido e conectado a um cateter
de dupla via e, subseqiientemente, conectado a um equipo transdutor de pressdo com
sensor hemodinidmico (Edwards Lifesciences LLC; Irvine, CA 92614-5686 USA).
Solucio fisiolégica e drogas foram administradas utilizando-se uma bomba de infusdo

continua, conectada a uma das vias do cateter de dupla via.

Atividade Nervosa Simpatica Muscular

A atividade nervosa simpdtica muscular (ANSM) foi avaliada diretamente
utilizando-se a técnica de microneurografia. Esta consiste na implantacdo de um micro
eletrodo de tungsténio no nervo fibular (via pds-ganglionar) do individuo estudado. Apds
a impacta¢do do nervo e captacdo do sinal nervoso, os disparos eram registrados por um
poligrafo e o resultado apresentado por disparos ocorridos por minuto (Negrao et al.,

2001; Trombetta et al., 2003).

Protocolos Experimentais
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A padronizacdo da preparac¢do dos pacientes a partir do dia que antecede o exame
foi determinada no sentido de minimizar a possibilidade de condi¢cdes que pudessem vir a
interferir na realizagdo e nos resultados do estudo. Todos os pacientes avaliados no
Protocolo I e os que retornaram para o Protocolo 1I foram avaliados no periodo da manha
e foram instruidos a preceder da seguinte forma:

» Dia que antecede o exame: nao ingerir alimentos gordurosos durante a noite e
ndo ingerir liquido em alta quantidade. Nio realizar qualquer atividade fisica de média ou
alta intensidade.

» Manhd do exame: nao ingerir liquido em alta quantidade; Nao ingerir produtos
que contenham cafeina em sua composi¢do; Nao ingerir manteiga, margarina, requeijao
ou qualquer outro produto que contenha alto teor de gordura em sua composi¢ao; Nao

realizar qualquer atividade fisica de média ou alta intensidade.

Protocolo I

Trinta e trés individuos (15 GG, 9 GT e 9 TT; ver “Casuistica” para detalhes da
amostra populacional) foram avaliados. A preparacdo do paciente para a realizacdo do
protocolo experimental procedia da seguinte forma: Os eletrodos para a obtencdo do sinal
eletrocardiografico eram colocados e o individuo posicionado em uma maca na posicao
supina; O membro superior ndo dominante era posicionado em extensao lateral e os
acessorios do conjunto de pletismografia eram posicionados para a obtengdo das curvas
de fluxo sangiiineo no antebrago. Na seqiiéncia, um manguito era posicionado e ajustado
a perna para o registro do comportamento da pressdo arterial. Apds quinze minutos
decorridos da instrumentagdo, dava-se inicio ao protocolo experimental.

O protocolo I esta esquematizado na Figura 2. As varidveis fluxo sangiiineo no
antebraco, pressdo arterial e freqiiéncia cardiaca eram registradas no periodo basal (3

min.) e durante o exercicio de handgrip a 30% da méxima contracao voluntéria (3 min.).
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Protocolo 11

Quinze individuos (8 GG e 7 TT; ver “Casuistica” para detalhes da amostra
populacional) foram reavaliados. A preparacdo para a realizagdo do protocolo
experimental procedia da seguinte forma: Os eletrodos para a obten¢do do sinal
eletrocardiografico eram colocados e o individuo posicionado em uma maca na posi¢ao

supina; O membro superior ndo dominante era posicionado em extensdo lateral e, apds

Protocolo [

| FSA, PA, FC |
[ I
Instrumentacgio | Repouso | Periodo RB]JD'I.ISIJl Exercicio |
15 minutos ! 3 minutos l 3 minutos l
Protocolo II

Experimtento I |Infusdo Salina |
! FSA, PA, FC, ANSM -
Instrumentagéo | Repouso | | Periodo Repouso | Exercicio |

| | |
15 minutos ! 5 minutos 3 minutos 3 minutos l
Experintento IT  Infussio L NMMA |
! FSA, PA, FC, ANSM -
| Repouso | | Periodo REepouso | Exercicio |

I | |
15 minutos ! 5 minutos 2 minutos 3 minutos l

Experimenio T

| Infusio L-NMDMA + Fentolamina |
! FSA, PA, FC, ANSM

L J

| Repouso | | Periodo Repouso | Exercicio |

[ [ . [ . [ . |
15 minutos 5 minutos 3 minutos 3 minutos

Figura 2 — Protocolos experimentais. FSA, fluxo sanguineo no antebrago; PA, pressao

arterial; FC, freqiiéncia cardiaca; ANSM, atividade nervosa simpética muscular.
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assepsia e anestesia subcutanea do local, era entdo realizada a punc¢do da artéria braquial.
Posteriormente a punc@o e conecc¢do do cateter e do equipo transdutor de pressdo, os
acessorios do conjunto de pletismografia eram posicionados para a obtengdo das curvas
de fluxo sangiiineo no antebraco. Na seqiiéncia, a perna era posicionada para a
microneurografia. Caso a tentativa de aquisi¢do de um sinal nervoso passivel de andlise
excedesse 60 minutos, o exame era iniciado sem o registro do nervo. Apds vinte minutos
decorridos da instrumentacdo, dava-se inicio a seqiiéncia experimental. O Protocolo II
com suas respectivas seqiiéncias de administracdo das drogas estd esquematizado na
Figura 2.

No Experimento I a infusdo de solugdo fisioldgica (NaCl a 0,9%; Baxter
Hospitalar LTDA; Sdo Paulo/Brasil) a 0,5 ml/min foi realizada como condi¢do controle
(Dietz et al., 1997; Negrao et al., 2000). Antes do inicio do registro das varidveis, foi
realizada uma pré-infusdo (5 min.). Na seqii€ncia o registro foi feito no periodo basal (3
min.) e durante o exercicio de handgrip a 30% da maxima contra¢do voluntéria (3 min.),
totalizando 11 minutos de infusdo.

No Experimento II o inibidor ndo-seletivo NC- monometil-L-arginina (L-NMMA)
(Clinalfa AG, Laufelfingen, Switzerland) foi administrado para o bloqueio local das
oxido nitrico sintases (4 mg/min.; 0,5 ml/min.) (Dietz et al., 1994; Dyke et al., 1995;
Dietz at al., 1997; Joyner & Dietz, 1997; Joyner e Dietz, 2003). Se a diferenca na
resposta vasodilatadora reflexa entre os gendtipos fosse conseqiiéncia de alteragdes na
biodisponibilidade do NO, a administragdo intra-arterial do L-NMMA iria abolir a
diferenca entre os genotipos GG e TT. Antes do inicio do registro das varidveis, foi
realizada uma pré-infusdo (5 min.) para saturacdo do antebraco. Na seqiiéncia o registro
foi feito no periodo basal (3 min.) e durante o exercicio de handgrip a 30% da maxima
contracdo voluntéria (3 min.), totalizando 11 minutos de infus@o.

No Experimento III, em associagdo com o L-NMMA (4 mg/min.; 0,5 ml/min.), o
bloqueador seletivo fentolamina (Regitine®, Ciba Pharmaceutical Co., Summit, NJ, USA)
foi administrado para o bloqueio local dos receptores a-adrenérgicos pds-sinapticos (100
pg/min.; 0,5 ml/min.) (Dietz at al., 1997; Joyner & Dietz, 1997; Joyner e Dietz, 2003). Se
a prejudicada resposta vasodilatadora reflexa observada no gendtipo TT fosse

conseqiiéncia de uma atividade nervosa simpdtica aumentada, o duplo bloqueio iria abolir
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a diferenca entre os gendtipos. Antes do inicio do registro das varidveis, foi realizada uma
pré-infusdo (5 min.) para saturacdo do antebraco. Na seqiiéncia o registro foi feito no
periodo basal (3 min.) e durante o exercicio de handgrip a 30% da maxima contracdo
voluntéria (3 min.), totalizando 11 minutos de infusao.

As drogas foram manipuladas em meio esterilizado e a diluicdo realizada
utilizando-se solucdo fisiolégica (NaCl a 0,9%; Baxter Hospitalar LTDA; Sao
Paulo/Brasil).

Analise Estatistica

Os dados estdo expressos como média + EPM. Para as caracteristicas
demograficas, parametros metabdlicos e mensuracdes basais de fluxo sangiiineo no
antebraco, pressdo arterial média, condutancia vascular no antebrago e atividade nervosa
simpatica muscular, foi utilizado one-way ANOVA. Para as respostas ao exercicio de
handgrip, fluxo sangiiineo no antebraco, pressdo arterial média, condutancia vascular no
antebraco e atividade nervosa simpdtica muscular, foi utilizado two-way ANOVA.
Quando foi encontrada interacdo utilizou-se o teste de Scheffé’s post-hoc. Valores de

probabilidade <0.05 foram considerados significantes.
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RESULTADOS

Distribuicao dos Alelos

As freqiiéncias alélica e genotipica dos duzentos e oitenta e sete individuos
genotipados para o polimorfismo G894T do gene da eNOS estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg e sdao similares a distribuicdo verificada num estudo prévio realizado com a
populacdo brasileira (Pereira et al. 2005). A freqii€éncia encontrada para os alelos G e T
foi de 71.3% e 28.7%, respectivamente. A freqiiéncia encontrada para os genoétipos GG,

GT e TT foi de 51.2%, 40.1% e 8.7%, respectivamente.

Medidas Basais

Na Tabela 1 estdo representadas por genétipo as caracteristicas demograficas e
metabolicas dos trinta e trés individuos avaliados no estudo. Idade, género, peso, altura e
indice de massa corporal foram similares entre os individuos codificados como GG, GT e
TT. Da mesma maneira, glicemia, colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol,
VLDL-colesterol e triacilglicerol foram similares entre os genotipos.

As varidveis hemodindmicas e neurovasculares basais estdo apresentadas na
Tabela 2. Entre os genétipos GG, GT e TT ndo houve diferenca nos valores de freqiiéncia
cardiaca, pressdo arterial média, fluxo sanguineo no antebraco e condutancia vascular no

antebraco.

Respostas Hemodinamicas e Neurovasculares Durante o Exercicio

O comportamento das variaveis hemodindmicas e neurovasculares em resposta ao
exercicio estdo apresentados na Tabela 2. Durante o exercicio isométrico, a freqii€ncia
cardiaca aumentou progressivamente e de forma significativa entre os genétipos GG, GT
e TT, ndo havendo diferenca entre eles. Este mesmo resultado foi observado na pressdao
arterial média. Durante o exercicio isométrico, a pressdao arterial média aumentou

progressivamente e de forma semelhante entre os genotipos.
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Tabela 1 — Varidveis demogréficas e metabdlicas em 33 individuos codificados como

GG, GT e TT para o gene da eNOS.

GG GT TT p
n 15 9 9

Idade, anos 43+ 3 41 +£3 40+4 0.76
Sexo, M/F 3/12 3/6 3/6 0.71
Peso, kg 60.2+1.5 68.0+2.4 61.6+3.9 0.08
Altura, cm 162 +0.02 170 £ 0.03 161 +£0.03 0.10
IMC, kg/m* 229+0.3 23.7+£1.0 23.5+£0.9 0.63
Tabagismo, n 0 0 0 0.88
Glicose, mg/dL 92+2 92 +4 84 +3 0.11
Colesterol Total, mg/dL 193 £ 10 177 £ 10 193 +7 0.48
LDL-colesterol, mg/dL. 123 +8 121+£9 128 +6 0.86
HDL-colesterol, mg/dL 50+£3 41 +£2 47+3 0.13
VLDL-colesterol, mg/dL 20+3 17 3 17+3 0.67
Triacilglicerol, mg/dL 87+7 87+13 84 +£13 0.97

Valores apresentados como média + EPM. M, masculino; F, feminino; IMC, indice de

massa corporal. One-way ANOVA.

As respostas reflexas de fluxo sanguineo no antebraco e condutancia vascular no
antebraco ao exercicio dos individuos com genoétipo GG, GT e TT estdo representadas na
Figura 3. Durante o exercicio isométrico o fluxo sanguineo no antebrago contralateral
aumentou progressivamente e de forma significativa nos genétipos GG e GT. Em
contraste, o fluxo sanguineo no antebraco aumentou levemente nos individuos com
gendtipo TT. A comparacdo entre os gendtipos mostrou que o aumento no fluxo
sanguineo no antebragco foi significativamente maior no genétipo GG e GT, quando
comparado ao gendtipo TT. Valores similares aos de fluxo sanguineo no antebrago foram
encontrados quando a varidvel analisada foi a condutancia vascular no antebrago. Durante
o exercicio isométrico o condutdncia vascular no antebrago contralateral aumentou
progressivamente e de forma significativa entre os genétipos GG e GT sendo que este
aumento ocorreu de forma atenuada no genétipo TT. A comparacio entre os gendtipos
mostrou que o aumento na condutincia vascular no antebraco foi significativamente

maior no gendtipo GG e GT, quando comparado ao gendtipo TT .
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Tabela 2 - Valores basais e alteracdes absolutas da freqiiéncia cardiaca, pressao arterial
média, fluxo sangiiineo no antebraco e condutdncia vascular no antebrago durante o
exercicio moderado de handgrip a 30% da maxima contracdo voluntdria em 33

individuos codificados como GG, GT e TT para o gene da eNOS.

Varidveis hemodindmicas

Exercicio
Basal 1 min 2 min 3 min
GG 69+2 341+ 61+ 10+1*
FC, bpm GT 69+4 4+1 T2 11+1
T 63+3 4+1 8+2 12+1
GG 9143 3+1 82+ 1542+
PAM, mmHg GT 94+2 1+1 8+2 12+2
T 95+3 3+1 9+2 14+2
Varidveis neurovasculares
Exercicio
Basal 1 min 2 min 3 min
FSA, GG 1.81+0.09 0.32+0.06 0.54+0.07¢ 0.87+0.08¢
mL.min.100 GT 1.80+0.23 0.48+0.17 0.66+£0.21*  0.89+0.24¢
mL"’ TT 1.79+0.17  0.02+0.02  0.1420.05"  0.3120.12"
GG 2.03+0.12 0.29+0.09 0.41+0.10*  0.57+0.09¢
CVA, unidades GT 1.90+0.24 0.46%0.16 0.52+0.20*  0.64+0.21¢
TT 1.89+0.17  -0.03£0.03  -0.02+0.08"  0.0720.14

"FC= freqiiéncia cardiaca; PAM= pressio arterial média; FSA= fluxo sanguineo no
antebraco; CVA= condutancia vascular no antebraco. Valores apresentados como média
+ EPM. ¢ diferente do basal; § diferente dos gendtipos GG e GT; I ambos os gendtipos
diferente do basal. Two-way ANOV A seguido de Scheffé’s post-hoc. P<0.05

Medidas Basais com Infusao de Drogas Vasoativas

Os valores basais de freqiiéncia cardiaca e pressdo arterial média durante as trés
seqiiéncias de infusdo estdo apresentados na Tabela 3 e os valores basais de fluxo
sangiiineo no antebracgo, condutancia vascular no antebraco e atividade nervosa simpatica

muscular na Tabela 4. A infusdo de L-NMMA e L-NMMA + fentolamina nao alterou a
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Figura 3 — Comportamento individual da resposta (variacdo absoluta) reflexa do fluxo
sangiiineo no antebraco (FSA) e condutincia vascular no antebraco (CVA) ao exercicio
de handgrip a 30% da contra¢do voluntdria mdxima (CVM) em individuos codificados
com GG, GT e TT para o gene da eNOS. Observe que a resposta do FSA e da CVA sdo
significativamente menores no genotipo TT quando comparado aos gendtipos GG e GT.
Comportamento individual da resposta (variacdo absoluta) reflexa do fluxo sangiiineo no
antebraco (FSA) e condutancia vascular no antebraco (CVA) ao exercicio de handgrip a
30% da contragdo voluntiria mdxima (CVM) em individuos codificados com GG, GT e
TT para o gene da eNOS. Observe que a resposta do FSA e da CVA sdo
significativamente menores no genétipo TT quando comparado aos gendétipos GG e GT.

Two-way ANOVA seguido de Scheffé’s post-hoc. P<0.05

freqliéncia cardiaca, a pressdo arterial média e a atividade nervosa simpatica muscular
nos dois gendtipos estudados. Os valores basais de fluxo sangiiineo no antebraco ndo
foram diferentes entre os gendtipos GG e TT. A infusdo de L-NMMA reduziu o fluxo
sangiliineo no antebrago, em média, 22% nos individuos com genétipo GG e 23% nos
individuos com genétipo TT (Tabela 4; Figura 4). A infusdao do L-NMMA associado a

fentolamina aumentou o fluxo sangiiineo no antebragco, em média, 51% nos individuos
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com gendtipo GG e 38% nos individuos com genétipo TT, quando comparado a infusdo
de salina. Quando comparado a infusdo de L-NMMA, a infusdo de L-NMMA associado a
fentolamina aumentou o fluxo sangiiineo no antebraco, em média, 92% (p<0.05) nos
individuos com genétipo GG e 80% (p<0.05) nos individuos com genétipo TT (Figura 4).

Os valores basais de condutancia vascular no antebrago nao foram diferentes entre
os gendtipos GG e TT nas trés seqiiéncias. A infusdo de L-NMMA reduziu a condutincia
vascular no antebraco, em média, 23% nos individuos com genétipo GG e 24% nos
individuos com gendtipo TT. A infusdo do L-NMMA associado a fentolamina aumentou
a condutancia vascular no antebraco, em média, 44% nos individuos com genétipo GG e

36% nos individuos com genétipo TT.

Tabela 3 - Valores basais e alteracdes absolutas da freqii€éncia cardiaca e da pressao
arterial media durante o exercicio moderado de handgrip a 30% da maxima contragdo
voluntaria com infusdo de salina, L-NMMA e L-NMMA associado a fentolamina em

individuos codificados com GG (n=8) e TT (n=7) para o gene da eNOS.

Frequéncia cardiaca, bpm

Exercicio
Basal 1 min 2 min 3 min
Suling GG 70 + 4 3+1* 62+ 4+1*
TT 73 +3 61 10+2 743
GG 68 + 4 5+1% 942+ 742+
LA, T 7312 842 842 542
L-NMMA + GG 69 +5 9+2% 1344 11+3*
Jfentolamina 1T 73 +2 0+1 9+3 6+3
Pressao arterial media, mmHg
Exercicio
Basal 1 min 2 min 3 min
Saling GG 86 + 4 6+1* 10+2% 11£2*
TT 85+6 8+3 1242 943
GG 87 +3 741+ 1442% 10£2*
LB T 87 +7 113 1443 8+4
L-NMMA + GG 89 +3 842+ 14+2* 10£2*
Jentolamina 1T 90 +7 1243 1343 614

Valores apresentados como media + EPM. § ambos os genotipos diferente do basal. Two-

way ANOVA seguido de Scheffé’s post-hoc. P<0.05
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Quando comparado a infusdo de L-NMMA, a infusio de L-NMMA associado a
fentolamina aumentou a condutincia vascular no antebraco, em média, 87% nos

individuos com gendtipo GG (p<0.05) e 79% nos individuos com genétipo TT (Figura 4).
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Figura 4 — Valores basais de fluxo sangiiineo no antebraco (FSA) e condutancia vascular
no antebragco (CVA) durante a infusdo de infusdo de salina, L-NMMA e L-NMMA +
fentolamina em individuos codificados com GG (n=8) e TT (n=7) para o gene da eNOS.

*vs. L-NMMA. One-way ANOVA. P<0.05.
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Respostas Hemodindmicas e Neurovasculares Durante o Exercicio com

Infusao de Drogas Vasoativas

Os valores das varidveis freqiiéncia cardiaca e pressdo arterial média em resposta
ao exercicio estdo apresentados na Tabela 3 e os valores das varidveis fluxo sangiiineo no
antebraco, condutancia vascular no antebrago e atividade nervosa simpatica muscular em
resposta ao exercicio na Tabela 4. A infusdo de salina, L-NMMA e L-NMMA +
fentolamina ndo alterou o comportamento da freqiiéncia cardiaca, pressdo arterial média e
atividade nervosa simpdtica muscular nos genétipos GG e TT. Durante o exercicio
isométrico, a freqiiéncia cardiaca aumentou de forma significativa nos genétipos GG e
TT, ndo havendo diferenca entre eles (Figura 5). Este mesmo resultado foi observado na
pressdo arterial média. Durante o exercicio isométrico, a pressdo arterial média aumentou
de forma significativa em ambos os genétipos, sendo o comportamento semelhante entre
eles (Figura 5). A atividade nervosa simpética muscular aumentou de forma significativa
durante o exercicio isométrico nos gendtipos GG e TT, ndo havendo diferenca entre eles
(Figura 6).

Durante a infusdo de salina, o fluxo sangiiineo no antebraco contralateral aumentou
progressivamente e de forma significativa no gendtipo GG em resposta ao exercicio
isométrico. Em contraste, o fluxo sangiiineo no antebraco aumentou levemente nos
individuos com genétipo TT (Figura 7). A comparagdo entre os gendtipos mostrou que o
aumento no fluxo sangiiineo no antebrago foi significativamente maior no genétipo GG
quando comparado ao genétipo TT. Estes dados reproduzem os resultados previamente
encontrados no Protocolo I. Durante a infusio do L-NMMA, o fluxo sangiiineo no
antebraco contralateral ndo se alterou no gendtipo TT em resposta ao exercicio
isométrico. No entanto, o fluxo sangiiineo no antebraco contralateral foi
significativamente reduzido no genétipo GG (em média 68% - valor de pico) para valores
similares aos valores de fluxo sangiiineo no antebraco do gendtipo TT. Durante a infusao
do L-NMMA associado a fentolamina, o fluxo sangiiineo no antebraco contralateral

aumentou simultaneamente em ambos os gendtipos estudados (Figura 7).
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Tabela 4 - Valores basais e alteracdes absolutas do fluxo sangiiineo no antebraco,
condutancia vascular no antebraco e atividade nervosa simpdtica muscular durante o
exercicio moderado de handgrip a 30% da maxima contragdo voluntdria com infusio de
salina, L-NMMA e L-NMMA associado a fentolamina em individuos codificados com

GG (n=8) e TT (n=7) para o gene da eNOS.

Fluxo sangiiineo no antebraco, ml.min™.100 mrI’*

Exercicio
Basal 1 min 2 min 3 min
S GG 148 +£0.07 0.65+0.11*  0.84+0.11*  0.8120.11¢
TT 1.77+£0.14  0.1320.137  0.2620.16"  0.1620.18"
GG 1.16 £0.04  0.18+0.08  0.2320.09  0.26+0.08
WA, TT  136£0.13 0124008  0.16£0.11  0.0820.12
L-NMMA + GG 223 +042*% 0.55+0.20*  1.03+0.24*  1.42+0.30*
fentolamina T 244 +0.33*  0.35+020  0.78+0.28  0.80+0.13
Condutancia vascular no antebraco, unidades
Exercicio
Basal 1 min 2 min 3 min
i GG 1.73+0.10  0.59+0.11¢  0.7120.11*  0.79+0.14¢
T 2.15+029 -0.0720.23"7  -0.05+£0.26" -0.05+0.20
GG 1.34+£0.06  0.08+0.09  0.04£0.09  0.14+0.09
A TT  163+£023 -007:0.16 -0.112021  -0.09+0.18
L-NMMA + GG 2.50 £0.42% 0.40+0.21*  0.67£0.19*  1.16+0.26*
fentolamina T 292+0.64 -0.07+0.23  0.26£0.50  0.56+0.24
Atividade nervosa simpdtica muscular, disparos/min.
Exercicio
Basal 1 min 2 min 3 min
. GG (n=4) 13+4 2+1 5+1* 842+
Salina
TT (n=7) 18+5 3+1 62 112
GG 16+4 3+2 6+2% 9+6*
LA T 184 422 743 1243
L-NMMA + GG 16+4 63 62+ 145+
Jfentolamina 1T 19+5 542 9+5 10+2

Valores apresentados como media + EPM. * vs. infusdo de L-NMMA; ¢ diferente do

basal; § diferente do gendtipo GG; § ambos os genoétipos diferente do basal. Two-way

ANOVA seguido de Scheffé’s post-hoc. P<0.05.
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Figura 5 — Comportamento (variacdo absoluta) da freqiiéncia cardiaca (FC) e da pressao
arterial média (PAM) em resposta ao exercicio de handgrip a 30% da contracdo
voluntdria maxima (CVM) com infusdo de salina, L-NMMA e L-NMMA associado a

fentolamina em individuos codificados com GG (n=8) e TT (n=7) para o gene da eNOS.

Valores similares aos de fluxo sangiiineo no antebraco foram encontrados quando a
varidvel analisada foi a condutancia vascular no antebraco. Durante a infusdo de salina, a
condutancia vascular no antebraco contralateral aumentou progressivamente e de forma
significativa no gendtipo GG em resposta ao exercicio isométrico. Em contraste, a
condutancia vascular no antebraco aumentou levemente nos individuos com genétipo TT
(Figura 7). A comparagdo entre os gendtipos mostrou que o aumento na condutincia
vascular no antebraco foi significativamente maior no genétipo GG quando comparado
ao gendtipo TT. Durante a infusdo do L-NMMA, a condutincia vascular no antebragco

contralateral ndo se alterou no gendtipo TT em resposta ao exercicio isométrico.
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Figura 6 — Comportamento (variacdo absoluta) da atividade nervosa simpatica muscular
(ANSM) em resposta ao exercicio de handgrip a 30% da contra¢do voluntdria maxima
(CVM) com infusido de salina, L-NMMA e L-NMMA associado a fentolamina em
individuos codificados com GG e TT para o gene da eNOS. } ambos os gendtipos

diferente do basal. Two-way ANOVA seguido de Scheffé’s post-hoc. P<0.05.

No entanto, a condutdncia vascular no antebraco contralateral foi significativamente
reduzida no gendtipo GG (em média 82% - valor de pico) para valores similares aos
valores de condutancia vascular no antebrago do gendtipo TT. Durante a infusido do L-
NMMA associado a fentolamina, a CVA contralateral aumentou simultaneamente em
ambos os gendtipos estudados, nao havendo diferenca entre eles (Figura 7). As respostas
de atividade nervosa simpatica muscular foram semelhantes entre os dois genétipos
estudados, tanto com a infusdo de L-NMMA quanto com a infusdo do L-NMMA

associado a fentolamina (Figura 6).
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Figura 7 — Comportamento (variagdo absoluta) do fluxo sangiiineo no antebraco (FSA) e
condutancia vascular no antebraco (CVA) em resposta ao exercicio de handgrip a 30% da
contragdo voluntdria maxima (CVM) com infusdo de salina, L-NMMA e L-NMMA
associado a fentolamina em individuos codificados com GG (n=8) e TT (n=7) para o
gene da eNOS. ¢ diferente do basal; T diferente do genotipo GG; I ambos os gendtipos
diferente do basal. Two-way ANOV A seguido de Scheffé’s post-hoc. P<0.05.
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DISCUSSAO

O principal resultado do presente estudo € que o polimorfismo G894T do gene da
eNOS estd funcionalmente associado a uma diminuida vasodilatacio muscular reflexa
durante o exercicio isométrico de handgrip. No entanto, esta diminuida resposta
vasodilatadora reflexa sé foi observada na presenca dos dois alelos mutantes (TT), uma
vez que a resposta vasodilatadora reflexa no genétipo GT mostrou-se semelhante a
observada no genétipo GG. No gendtipo heterozigoto (GT), a presenca do alelo G894
parece ser suficiente para compensar a possivel deficiéncia do alelo T894, sugerindo um
aumento da transcri¢do do gene e/ou um aumento da atividade enzimatica da eNOS.
Além disso, os presentes resultados fornecem suficientes evidéncias de que a prejudicada
vasodilatacdo muscular reflexa induzida pelo exercicio ndo pode ser atribuida a
diferencas no trifego simpdtico vasoconstritor, uma vez que a atividade nervosa
simpatica muscular foi semelhante entre os genétipos. Finalmente, os resultados sugerem
que a diminuida vasodilatagdo muscular reflexa observada no genétipo TT € mediada por
uma reducio na biodisponibilidade de NO.

Estudos prévios t€ém demonstrado o envolvimento do NO na modulacdo de
inumeros fenodtipos cardiovasculares e o alelo T894 do gene da eNOS tem sido associado
ao desenvolvimento de hipertensao arterial (Miyamoto et al., 1998; Lacolley et al., 1998),
infarto agudo do miocardio (Hibi et al., 1998), espasmo corondrio induzido por
acetilcolina (Yoshimura et al., 1998), disfuncdo vasomotora coronariana (Naber et al.,
2001), reduzida geracdo de vasos colaterais na oclusdo coronariana cronica (Lamblin et
al., 2005) e reestenose pds-stent corondrio (Suzuki et al., 2002). Os resultados do presente
estudo estendem o conhecimento para o fato de que o alelo T894 em homozigose altera a
funcdo endotelial durante manobras fisiologicas em individuos sauddveis. Esta
observacdo sugere que portadores do gendtipo TT podem apresentar maior
susceptibilidade a patologias cardiovasculares uma vez que uma resposta vasodilatadora
reflexa diminuida ao exercicio pode caracterizar uma disfun¢do endotelial.

Em condic¢des basais e durante manobras fisioldgicas, incluindo o exercicio fisico,
a reatividade vascular obedece ao comando antagdnico das forcas vasodilatadoras e

vasoconstritoras. Embora este fendtipo obedeca ao controle de mudltiplas vias de
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sinalizag@o, parte da resposta vascular € mediada pela produgao endotelial do NO e parte
mediada pelo tono simpdtico vasoconstritor (Joyner & Dietz, 1997; Santos et al., 2005).
Na condicao de repouso, o NO participa da modulacio do tdnus vascular basal e o fluxo
sangiiineo parece nao ser afetado pela variante G894 T do gene da eNOS. A infusdo intra-
arterial de L-NMMA reduziu o fluxo sanguineo no antebraco, em média, 22% e essa
reducdo foi semelhante entre os genétipos GG e TT. A infusdo do L-NMMA associado a
fentolamina, quando comparado a infusdao do L-NMMA isoladamente, aumentou o fluxo
sanguineo no antebraco, em média, 86% e também de forma semelhante entre os
genotipos. Estes resultados evidenciam que a restricao vasodilatadora mediada pelo tono
vasoconstritor simpdtico € significativamente maior do que a vasodilatacio NO-
dependente na regulacdo do tonus vascular basal. Estudos prévios demonstraram que
durante manobras fisioldgicas a vasodilatacio muscular é mediada, pelo menos em parte,
pelo aumento da produgdo do NO (Dyetz et al.,, 1997). Neste estudo, a resposta
vasodilatadora reflexa diminuida ao exercicio, observada no gendtipo TT, nio foi
alterada com a infusdo do L-NMMA. Em contraste, a infusiao do L-NMMA aboliu a
resposta vasodilatadora reflexa no genétipo GG para valores similares aos observados no
genotipo TT, o que sugere que a resposta vasodilatadora muscular diminuida no genétipo
TT € decorrente de uma menor biodisponibilidade de NO. Parece improvavel que a
vasodilatacdo muscular reflexa alterada no gendtipo TT seja explicada por uma
hiperatividade nervosa simpdética. A mensuracao da descarga eferente simpatica, avaliada
de forma direta pela técnica de microneurografia, mostrou que os niveis de atividade
nervosa simpdtica muscular ndo sdo diferentes entre os gendtipos. A noradrenalina
liberada na fenda sindptica atua sobre os receptores o-adrenérgicos, mediadores da
contragdo do musculo liso vascular. Dietz et al. (1997) e Eklund & Kaijser (1976)
demonstraram que a administracdo intra-arterial de antagonistas a-adrenérgicos elimina
virtualmente a vasoconstricdo em leito muscular. Portanto, poderia ser questionado o fato
de que, embora a atividade nervosa simpdatica muscular tenha mostrado ser semelhante
entre os genotipos, uma alteracdo na expressao do gene do receptor a-adrenérgico e/ou
alteragdes poés-transcricionais do mesmo poderia estar envolvidas na modulacdo das
diferentes respostas entre os gendtipos. Para excluir esta possibilidade, foi adotada a

estratégia de duplo bloqueio, ou seja, a infusdo do L-NMMA associado a fentolamina.
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Este procedimento provocou aumento semelhante na resposta vasodilatadora reflexa em
ambos os gendtipos. Assim, esses resultados reforcam a idéia de que a reduzida
vasodilatacdo reflexa observada no gendtipo TT € conseqiiéncia de uma redugdo na
biodisponibilidade do NO, mas ndo de uma atividade nervosa simpéatica aumentada.

A regulacdo da reatividade vascular obedece ao comando de multiplas moléculas
e estas, por sua vez, estdo na dependéncia do controle de seus respectivos genes. A
estimulacdo dos receptores [;-adrenérgicos do vaso induz o relaxamento do musculo liso
vascular. Magmudar et al. (1999) demonstraram em humanos que parte desta
vasodilatacdo é mediada pelo NO, uma vez que a administracdo do L-NMMA reduziu,
em 25% a vasodilatac@o induzida por ritodrine. Em adicdo, variantes genéticas na via -
adrenérgica poderiam explicar parte da variabilidade encontrada no fenétipo de
vasodilatacdo. Trombetta et al. (2003) verificaram que mulheres obesas e portadoras dos
dois alelos G1y16/Glu27 para o receptor Pp-adrenérgico, apresentavam vasodilatagdao
muscular reflexa aumentada em resposta ao exercicio. Estes resultados poderiam
explicar, pelo menos em parte, a variabilidade na vasodilatacdo muscular reflexa quando
os individuos sdo comparados dentro de cada gendtipo (Figura 3). Esta variabilidade
interindividual € passivel de observacdo em fendtipos controlados por multiplos genes,

um fendmeno caracterizado como interagdo gene-gene.

Limitacoes

Embora os resultados alcancados permitam apontar a biodisponibilidade reduzida
do NO como a causa da reducdo na vasodilatacio muscular reflexa observada no
gendtipo TT, apenas especulacdes podem ser feitas com relacdo as possiveis formas de
modulagdo do fendtipo pelo polimorfismo G894T do gene da eNOS. Até o momento, 0s
potenciais mecanismos moleculares envolvidos na disfun¢do da enzima eNOS ndo sio
totalmente compreendidos. Variantes na seqiiéncia de bases do DNA podem afetar desde
o processo de transcricdo de um gene, até regulacdes pds-transcricionais e atividade
enzimatica. Hingorani (2001) sugere que alteracdes na seqiiéncia de bases na regido

promotora do gene afetariam a expressio do mesmo, enquanto alteracdes em regides
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exOnicas estariam envolvidas na modulacdo da atividade bioldgica da proteina. O RNAm
transcrito pelo alelo T894 ¢ traduzido numa seqiiéncia polipeptidica com o aminodcido
aspartato na posi¢ao 298, uma vez que o alelo G894 gera uma seqiiéncia polipeptidica
com o aminodcido glutamato nesta posicdo. Embora a substituicdo seja conservativa, o
residuo 298 esta localizado externamente no dominio oxidativo da enzima, local onde se
encontram os sitios de ligacdo da L-arginina e do co-fator tetrahidrobiopterina (BHy).
Estudos utilizando-se de proteina recombinante revelaram ndo haver diferenca na
atividade enzimética das duas formas protéicas (Hingorani, 2001). Embora a substitui¢ao
do glutamato pelo aspartato no residuo 298 da enzima pareca ndo afetar a atividade
enzimatica in vitro, Tesauro et al. (2000) demonstraram que o residuo Asp298 € mais

298 _p 29

susceptivel a clivagem proteolitica, precisamente na posicdo Asp
Posteriormente, Fairchild et al. (2001) verificaram que o resultado do estudo anterior era
um artefato dos métodos de preparacdo do experimento. Mesmo sob a luz de tais
contradi¢des, ndo pode ser descartada a hipdtese de que, in vivo, um desconhecido
mecanismo de clivagem proteolitica ou um mecanismo de regulagdo pds-transcricional
esteja sendo modulado pelo residuo Asp298. A reduzida biodisponibilidade do NO ainda
pode ser resultante de um locus funcional em algum outro local do gene ou em sua
vizinhanga, que esteja em desequilibrio de ligagdo com o polimorfismo G894T. Mesmo
este polimorfismo nao sendo a causa direta do fenétipo caracterizado, isso ndo exclui a
possibilidade de que tal variante genética seja utilizada como um marcador de um locus
funcional.

Estudos de associagdo em genética nao sdo de ficeis interpretacdes, j4 que um
Unico gene exerce apenas uma pequena ou moderada modulacdo num determinado
fendtipo. Embora este raciocinio seja particularmente verdadeiro no caso da reatividade
vascular, um fenétipo modulado por multiplos genes, os resultados do presente estudo
sdo consistentes com o fato de que a biodisponibilidade do NO estd fundamentalmente
envolvida na regulacdo do fluxo sangiiineo muscular no genétipo GG. A vasodilatagio
muscular reflexa foi abolida em resposta ao exercicio isométrico de handgrip quando o
L-NMMA foi administrado na artéria braquial. Esta evidéncia sugere uma alta
funcionalidade do gene da eNOS na modulacdo da responsividade vascular no genétipo

GG durante manobras fisioldgicas. Por outro lado, a reduzida biodisponibilidade do NO
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parece explicar, pelo menos em parte, a prejudicada vasodilatagdo muscular reflexa no
gendtipo TT, uma vez a administragdo de L-NMMA ndo alterou a reatividade vascular
neste grupo.

A atividade nervosa simpdtica muscular estd envolvida na regulacdo da pressao
arterial e na perfusdo tecidual, tanto em situagdes de repouso quanto durante manobras
fisiol6gicas. Nesse caso, poderia se especular que o menor aumento do fluxo sanguineo
no antebrago observado no gendtipo TT seria conseqiiéncia de uma menor pressdo de
perfusdo. Isso parece improvavel, uma vez que o aumento na pressdo arterial mediada
pelo exercicio isométrico de handgrip foi similar entre os gendtipos GG e TT. Estes
resultados sustentam a hipétese de que o aumento do fluxo sanguineo no antebrago €
mediado por vasodilatacao local e ndo por aumento da pressao de perfusido. Além disso, a
condutancia vascular no antebraco leva em consideracio os valores de fluxo sangiiineo e
de pressdo arterial média, evitando quaisquer confusOes decorrentes de diferencas de
pressdo de perfusdo entre os genotipos. Por outro lado, é pouco provavel que o reduzido
fluxo sangiiineo observado no gendtipo TT seja conseqiiéncia de um débito cardiaco
diminuido. Embora o volume de ejecdo sistélica nao tenha sido analisado, a freqii€éncia

cardiaca basal e o seu aumento durante o exercicio foi semelhante entre os genotipos.

Perspectivas

O presente estudo monstrou que o polimorfismo G894T do gene da eNOS esta
funcionalmente envolvido na variabilidade vasodilatadora muscular reflexa induzida pelo
exercicio e que a presenca dos dois alelos T894 parece reduzir a biodisponibilidade do
NO. Estes resultados sugerem que a carga genética pode influenciar, sobremaneira, a
funcdo vascular e que a variante G894T do gene da eNOS pode ser uma candidata
utilizada no rastreamento de maior susceptibilidade a doencgas cardiovasculares.

Durante o exercicio fisico, parte da aumentada demanda energética muscular é
sustentada pelo aumento no débito cardiaco e da vasodilatacdo local. Neste caso, seria
possivel suspeitar que a capacidade aerdbia dos individuos portadores do genétipo TT

fosse menor que a dos individuos com pelo menos um alelo G894. Estudos prévios
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demonstraram que o treinamento fisico melhora a funcao endotelial, tanto em individuos
sauddveis quanto em pacientes cardiacos (Maeda et al., 2004; Walther et al., 2004). Erbs
et al. (2005) demonstraram que o treinamento fisico melhora a funcdo endotelial de
pacientes com doenca arterial coronariana estdvel, genotipados para o polimorfismo
G894T do gene da eNOS. Embora o aumento na velocidade média de pico em resposta a
acetilcolina, mensurada na artéria mamaria interna esquerda, tenha sido menor no
gendtipo TT quando comparado aos gendtipos GG e GT, o treinamento fisico aboliu a
paradoxal vasoconstricdo observada previamente. Sendo assim, o treinamento fisico
poderia ser utilizado como uma estratégia ndo farmacoldgica visando a melhora da

func¢do vascular dos individuos portadores do gendtipo TT.

CONCLUSAO

A associacdo do polimorfismo G894T do gene da eNOS com uma menor
reatividade vascular, em conseqii€éncia de uma menor biodisponibilidade de NO, vem
ampliar o nosso conhecimento de que esse fenétipo €, pelo menos em parte, modulado

por variantes genéticas.
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Glu298Asp da eNOS”, e foi 0 seguinte o parecer: “Aprovado no mérito cientifico™.
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Selma C/Quaia Fortunato
Secretéria da Comissio Cientifica
InCor - HC.FMUSP
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Anexo D

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrugdes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N®: ..o sexo: MZ FZ

DATA NASCIMENTO: ........ Y I

ENDEREGO ...ttt N e APTO: oo
BAIRRO: ..o CIDADE ... e
CEP e, TELEFONE: DDD (............ ) ettt et e e e ne e eanes

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

DATA NASCIMENTO.: ...... JA -

ENDERECO: ... e e e N APTO: L
BAIRRO: ... CIDADE: ... .o e
CEP: o TELEFONE: DDD (............ e e e e e e

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA : Andlise da Atividade Nervosa Simpatica e da Vasodilatagdo
Endotélio-dependente em Individuos Portadores do Polimorfismo Glu298Asp da eNOS.

PESQUISADOR: Rodrigo Gongalves Dias

CARGO/FUNGAO: Doutorado INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N@

UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade de Reabilitagao Cardiovascular e Fisiologia do Exercicio do Incor-HC-FMUSP
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEMRISCO Z RISCO MiNIMO Z RISCOMEDIO Z
RISCOBAIXO X RISCOMAIOR Z

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)
4 DURAGAO DA PESQUISA : 36 meses
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Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. justificativa e os objetivos da pesquisa ; 2. procedimentos que serdo utilizados e propdsitos, incluindo
a identificagdo dos procedimentos que sado experimentais; 3. desconfortos e riscos esperados; 4.
beneficios que poderdo ser obtidos; 5. procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o
individuo.

1. Justificativa e os objetivos da pesquisa: Como o senhor/senhora ja deve ter ouvido falar, todos
nés, seres humanos, temos dentro das células do nosso corpo um cédigo genético, conhecido como
DNA. Este DNA é igual para todos nés, mas pode sofrer pequenas alteragées que muitas vezes leva a
pessoa a ter problemas no coracao e na passagem do sangue pelas artérias do corpo. O senhor/senhora
esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é verificar como esta o fluxo de sangue
no seu bragco e como o seu cérebro comanda este fluxo de sangue. Estes resultados serdo de grande
importancia, porque nos ajudard a entender a influéncia de caracteristicas genéticas no controle da
circulagédo do sangue.

2. Procedimentos que serdao utilizados e propositos, incluindo a identificacdo dos
procedimentos que sao experimentais: Pletismografia: serdo colocados dois manguitos, um no brago
e um no punho, para medicdo da quantidade de sangue que vai passar pelo braco durante o exame.
Microneurografia: serdao colocadas duas agulhas bem finas na sua perna para sabermos a quantidade
de atividade do nervo, ou seja, para sabermos como o seu cérebro controla a quantidade de sangue que
passa no seu brago. Eletrocardiografia: serdo colocados 3 eletrodos no peito para a verificagdo da
frequéncia cardiaca (numero de vezes que o coragdo bate por minuto).Cinto Respiratorio: sera
colocado um cinto logo abaixo do peito para se medir continuamente a respiracao (quantas vezes vocé
respira em um minuto).Puncéo da Artéria Braquial e Medicamentos: Sera colocada uma agulha numa
artéria do seu brago, isto é, um vaso que passa sangue que fica abaixo na veia do brago que
normalmente se retira sangue para exames de laboratorio. Embora a artéria fique mais profunda que a
veia, este procedimento nao déi, porque ele sera feito depois que for colocada uma substancia que
anestesia o local da colocacédo da agulha. A colocacao da agulha serd feita por um médico/cardiologista
que tem bastante experiéncia neste procedimento. Portanto, vocé ndo deve se preocupar com isto. A
colocacdo da agulha na artéria do seu braco sera necessaria para a aplicacao de medicamentos que vao
diminuir a passagem de sangue na artéria.

3. Desconfortos e riscos esperados: Pletismografia: nao ha riscos, mas podera haver formigamento
passageiro na mao durante a oclusao com o manguito. Microneurografia: Nao ha registros de infec¢do
no local da colocagao da agulha em sua perda. O nosso grupo ja fez mais de 1000 microneurografias
sem nenhum problema de infecgdo. Durante a colocacao das agulhinhas na sua perna, vocé podera ter
sensacao de “choquinho” no peito do pé e dedos do pé, e leve dor no local da agulha. Apds o exame
vocé podera sentir leve dor ou um leve choque ao tocar no local onde foi colocada a agulha ou até um
pouco de fraqueza muscular na perna durante as primeiras semanas apds o exame. Raramente (1 a
cada 600 casos), essas sensagdes podem durar por um periodo de até 2 a 3 meses).
Eletrocardiografia: ndo ha riscos o desconforto. Cinta Respiratoria: nao ha riscos ou desconforto.
Infusao Intra-arterial de medicamentos: Embora nao haja descricdo de acontecimentos nao
resolvidos, ou graves, podera ocorrer risco de infecgdo (arterite) pela manipulagdo no local, apesar de
todos os cuidados de assepsia que serdo tomados. Embora muito pouco provavel, podera ocorrer risco
de entrada de ar na artéria, o que podera ou nao ocasionar obstrucao da parte mais distante da artéria.
Neste caso, sera necessario a desobstrucao da artéria com a utilizacdo de um catéter. E se o problema
persistir, culminando com a diminui¢cdo da circulagdo para a mao, havera necessidade de cirirgica de
reparagdo da artéria por meio de enxerto livre com veia. Embora a colocagdo de medicamentos na sua
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artéria va provocar estreitamento do seu vaso, diminuindo a passagem de sangue no seu antebraco, isto
nao deve preocupa-lo, porque esta acao ocorre somente no local da aplicacdo do medicamento. Muitos
estudos ja demonstraram que estes efeitos somente ocorrem no antebraco, ndo tendo, portanto, efeitos
em nenhum outro local do seu corpo. J4 foram realizados em nosso laboratério, mais de 100

procedimentos como este que o senhor (a) ird fazer, sem que houvesse nenhum acidente.

4, Beneficios que poderao ser obtidos: Este estudo é importante para nos auxiliar a entender
como as alteragdes no codigo genético do ser humano podem influenciar a quantidade de sangue que
passa nos vasos do antebraco.

5. Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo: Nao existem
procedimentos alternativos que podem ser utilizados neste estudo.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA:

1. O senhor tera acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para esclarecer eventuais duvidas.

2. O senhor tera liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar
do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da sua assisténcia.

3. Os resultados de seu exame serdo guardados e nao fornecidos a ninguém, garantindo a sua
privacidade.

4. No caso de intercorréncias, a equipe envolvida no estudo assumira a responsabilidade de prestar a
assisténcia médica necessaria ao(a) senhor(a). As intercorréncias que necessitem de intervencoes
médica deverdo ser realizadas de imediato pela Dra. Maria Janieire de Nazaré Nunes Alves — Médica
Assistente da Unidade de Reabilitagdo Cardiovascular e Fisiologia do Exercicio do Instituto do Coracéo,
HC-FMUSP, co-pesquisadora do projeto.

5. No momento, ndo existe previsao institucional de indenizacdo para eventuais danos a saude do(a)
senhor(a) decorrentes do estudo. Entretanto, nos compromentemos a dar assisténcia médica necesséria
ao(a) senhor(a) para sanar quaisquer danos a sua saude decorrente do estudo.

V. INFORMAGCOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEISAPELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS
CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Dra. Maria Janieire deNazaré Nunes Alves - Unidade de Reabilitagdo Cardiovascular e Fisiologia do Exercicio -
InCor — Av. Dr. Eneas de Carvalho Aguiar, 44 - 1° Subsolo— Tel: 3069-5099/5043/5699 (comercial) ou 9658 9937.

Rodrigo Gongalves Dias - Unidade de Reabilitagdo Cardiovascular e Fisiologia do Exercicio - InCor — Av. Dr. Eneas
de Carvalho Aguiar, 44 1° Subsolo— Tel: 3069-5099/5043/5699 (comercial). Ou (11) 9293 9399

Prof. Dr. Carlos Eduardo Negrao Unidade de Reabilitagdo Cardiovascular e Fisiologia do Exercicio - InCor — Av. Dr.
Eneas de Carvalho Aguiar, 44 - 1° Subsolo — Tel: 3069-5099/5043/5699 (comercial) ou 9126-8776

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:
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VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, de de 2007.

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome Legivel)

INSTRUC()ES PARA PREENCHIMENTO
(Resolucao Conselho Nacional de Satide 196, de 10 outubro 1996)

. Este termo conterd o registro das informacdes que o pesquisador fornecerd ao sujeito da pesquisa,
em linguagem clara e accessivel, evitando-se vocdbulos técnicos ndo compativeis com o grau de
conhecimento do interlocutor.

. A avaliacdo do grau de risco deve ser minuciosa, levando em conta qualquer possibilidade de
intervencdo e de dano a integridade fisica do sujeito da pesquisa.

. O formulario poderé ser preenchido em letra de forma legivel, datilografia ou meios eletronicos.

. Este termo deverd ser elaborado em duas vias, ficando uma via em poder do paciente ou seu
representante legal e outra devera ser juntada ao prontuério do paciente.

. A via do Termo de Consentimento Pés-Informagio submetida 2 andlise da Comissdo de Etica
para Andlise de Projetos de Pesquisa -CAPPesq deverd ser idéntica aquela que serd fornecida ao
sujeito da pesquisa.
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Abstract

The influence of Glu298Asp eNOS polymorphism in exercise-induced reflex muscle
vasodilatation is unknown. We hypothesized that forearm blood flow responses during
contralateral handgrip isometric exercise would be attenuated in individuals carrying the
Asp298 allele. In addition, these responses would be mediated by reduced nitric oxide
availability or increased sympathetic vasoconstriction. From 287 volunteers previously
genotyped, we selected 33 healthy individuals to represent three genotypes: Glu/Glu (n=
15, age 43+3yr, BMI 22.9i0.3kg/m2), Glu/Asp (n=9, age: 39+3yr, BMI: 24.611.2kg/m2)
and Asp/Asp (n=9, age 40+4yr, BMI 23.510.9kg/m2). Heart rate (HR), mean blood
pressure (MBP), and forearm blood flow (FBF, plethysmography) were recorded for 3-
min at baseline and 3-min during isometric handgrip exercise. Baseline HR, MBP, FBF
and forearm vascular conductance (FVC) were similar among genotypes. FVC responses
to exercise were significantly lower in Asp/Asp when compared with Glu/Asp and
Glu/Glu (0.07£0.14 vs. 0.6440.20 and 0.57+0.09 units, respectively, P=.002). Further
studies showed that intra-arterial infusion of L-NMMA did not change FVC responses to
exercise in Asp/Asp, but significantly reduced FVC in Glu/Glu (A=0.79+0.14 vs.
0.14£0.09units, P=.002). Thus the differences between Glu/Glu and Asp/Asp were no
longer observed (P=.62). L-NMMA + phentolamine increased similarly FVC responses
to exercise in Glu/Glu and Asp/Asp (P=.43). MBP and MSNA increased significant and
similarly throughout experimental protocols in Glu/Glu and Asp/Asp. Individuals who
are homozygous for the Asp298 allele of the eNOS enzyme have attenuated reflex
muscle vasodilatation responsiveness to exercise, which seems to be primarily mediated

by a reduced nitric oxide bioavailability.

Key Words: nitric oxide, nitric oxide synthase, genetics, exercise, vasodilatation
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Introduction

Nitric oxide (NO) is synthesized from L-arginine by the endothelial isoform of
nitric oxide synthase (eNOS). The gene encoding eNOS is located in the long arm of
chromosome 7 and contains 26 exons spanning 21-Kb of genomic DNA." A single base
nucleotide exchange polymorphism within exon 7 (G to T transition) at position 894
results in an exchange of glutamate (Glu) for an aspartate (Asp) aminoacid, respectively,
at position 298 in the enzyme.2 The potential implication for this eNOS gene exchange is
unknown. However, the fact that the 298 residue is located externally in the oxidative
domain of the enzyme, i.e., the local binding site for arginine and tetrahydrobiopterin,
raises the question that the single base exchange polymorphism within exon 7 at position
894 may result in alteration of the eNOS functionality and, in consequence, NO
bioavailability. Although the amino acid exchange is considered to be a conservative
substitution, with no measurable difference in enzyme activity between the two forms of
the enzyme,2 the G894T variant in the eNOS gene may be used as a proxy marker for a
functional locus within the eNOS gene.’

NO is a highly reactive free radical mediating many signal transduction pathways
involved in the modulation of a variety of phenotypes. Released by the vascular
endothelium, NO is considered the mediator of several physiological responses including
relaxation of vascular smooth muscle cells and vasodilatation.*” For example, basal
forearm blood flow is reduced by 25 to 50% when pharmacological agents that inhibit
NO production are administered.® In addition, the vasodilatation evoked in the resting
forearm during handgrip exercise is substantially diminished by an NO inhibitor.”

This previous knowledge highlights that NO plays a role in the vascular response
to exercise in humans. In addition, if an inter-individual variation of NO production
secondary to genetic variation of the eNOS gene exists, the amino acid exchange at
position 298 of the eNOS enzyme or a functional locus in the eNOS gene in linkage
disequilibrium with this marker can potentially alter the vascular responses during
physiological maneuvers in humans.

In the present study, we tested the hypothesis that the reflex muscle vasodilatation
in the nonexercising forearm during isometric handgrip exercise would be lower in

individuals carrying Asp298 allele than individuals carrying Glu298 allele of the eNOS
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enzyme. In addition, we tested the hypothesis that the reduced muscle vasodilatory
responses to exercise in individuals carrying Asp298 allele would be NO-mediated.
Finally, to rule out the possibility that the decreased forearm vasodilatation in Asp298
carriers would not be a consequence of increased sympathetic nerve activation, forearm
blood flow during exercise was studied under local phentolamine blockade and direct

measures of muscle sympathetic nerve activity (MSNA).

Materials and Methods
Study population

From a database of 287 individuals previously genotyped for the Glu298 Asp
polymorphism of the eNOS enzyme, we selected 33 individuals to represent three
genotypes (15 Glu/Glu; 9 Glu/Asp and 9 Asp/Asp). The 33 individuals were carefully
selected to avoid gender, age and disease bias in our study. The eligibility for taking part
in the study was determined by a healthy status, tobacco consumption and age. The
subjects were screened for cardiovascular, endocrine and metabolic disorders. They had
no apparent cardiovascular diseases and were men and women, healthy, normotensive,
nonsmokers and physically untrained for at least six months. Women in fertile period
were studied between the 1% and the 5 day after the onset of menstruation. The
individuals were abstained from caffeine, alcohol and fatty diet one day before the studies
and these were performed in the postabsorptive state. The Human Subject Protection
Committee of the Heart Institute (InCor) and Clinical Hospital, University of Sdo Paulo,
Medical School, approved the study protocol and written consent was given by each

individual.

Measurements and Procedures

Assessment of the Glu298Asp eNOS Polymorphism Genotype. Genomic DNA was
extracted from leukocytes in samples of whole blood following standard techniques.
Assessment of specific genotype was carried out following previously published

protocol.” Briefly, PCR primers were generated to amplify the 248-bp fragment

encompassing the missense Glu298Asp variant (sense and antisense primers were 5’

AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA-3’ and 5°-
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CCCAGTCAATCCCTTTGGTGCTCA-3’, respectively). A guanine at nucleotide
position 894 results in a glutamic acid at amino acid position 298. A thymine at
nucleotide position 894 results in a an aspartic acid at amino acid position 298, and a
Mbol restriction enzyme produces two fragments of 158 and 90 bp in length in this case.
The restriction digest products were analyzed by electrophoresis on 2.0% agarose gels.
Quality control for these assays was assessed by randomly selecting 150 samples to be re-
genotyped by two independent technicians. No misgenotyping was observed in this

sample.

Forearm Blood Flow. Forearm blood flow was measured by venous occlusion
plethysmography as described elsewhere .*° Forearm blood flow (in milliliters per minute
per 100 milliliters) was determined on the basis of a minimum of four separate readings.
Forearm vascular conductance, as expressed in units, was calculated by dividing forearm

blood flow by mean blood pressure times 100.

Blood Pressure and Heart Rate. Blood pressure was monitored noninvasively and
intermittently from an automatic and oscillometric cuff (Dixtal, DX 2710; Brazil,
Manaus) placed on the ankle with cuff width adjusted to ankle circumference.®® The cuff
inflated every 30 seconds. When a catheter was placed into the brachial artery, blood
pressure was monitored invasively and directly on a bit by bit base (AT/CODAS) at a

frequency of 500 Hz. Heart rate was monitored continuously through lead II of ECG.

Muscle Sympathetic Nerve Activity. MSNA was recorded directly from the peroneal
nerve using the microneurography technique.” Multiunit postganglionic muscle
sympathetic nerve recordings were made using a tungsten microelectrode (tip diameter 5
to 15 um). The signals were amplified by a factor of 50,000 to 100,000 and bandpassed
filtered (700 to 2000 Hz). For recordings and analysis, nerve activity was rectified and
integrated (time constant, 0.1 seconds) to obtain a mean voltage display of sympathetic
nerve activity that was recorded on paper. All recordings of MSNA met previously
established and described criteria. MSNA was quantified as bursts frequency (bursts per

minute).
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Handgrip Exercise. After the maximum voluntary contraction, (MVC; average of three
trials) was obtained, handgrip isometric exercise was performed at 30% of MV C with the
dominant arm using a handgrip dynamometer. The individuals were instructed to breathe

normally during exercise and to avoid inadvertent performance of a Valsalva maneuver.

Arterial Catheterization. After aseptic technique and subsequently local anesthesia (1%
lidocaine) in the non-dominant arm, a 5 cm catheter was placed in the brachial artery.
The catheter was connected to a pressure transducer and flushed continuously at 3 mlLh
with saline containing 2 units heparin ml™". A tree-port connector was placed in series
with the catheter-transducer system. One port was used to monitor arterial pressure and

the other port for drug infusion.

Drugs Preparation and Infusion. Saline (NaCl, 0.09%) was infused into the brachial
artery and used as control for drug sequence. The nitric oxide synthase inhibitor N°-
monomethyl-L-arginina (L-NMMA; Clinalfa AG, Laufelfingen, Switzerland) was
formulated at a specific concentration using sterile normal saline and infused into the
brachial artery at 4 mg.min’l. The [I-adrenergic blockade phentolamine (Regitine®, Ciba
Pharmaceutical Co., Summit, NJ, USA) was formulated at a specific concentration using
sterile normal saline and infused into the brachial artery at 100 pm.min"'. Saline and

drugs were infused continuously (0.5 ml.min™") during each sequence using a syringe

pump.

Experimental Protocol

Protocol 1. The purpose of this study was to investigate if the 298 Asp allele was
associated with reduced muscle vasodilatory responses to exercise. The individuals
involved in this study are shown in Table 1. All studies were performed in a quiet
temperature-controlled (21°C) room in the morning period at approximately the same
time of day. After electrocardiogram leads placed on the chest, the arm was positioned
for venous plethysmography and the leg was positioned for blood pressure measure.

After that, the subject rested quietly for 15 minutes. Baseline forearm blood flow, blood
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pressure and heart rate were then recorded for 3 minutes. Handgrip isometric exercise
was then performed for 3 minutes. Forearm blood flow, blood pressure and heart rate
were recorded continuously during handgrip exercise (Fig. 1). Blood pressure was
monitored noninvasively and intermittently from an automatic and oscillometric cuff
placed on the ankle with cuff width adjusted to ankle circumference.®” The cuff inflated

every 30s.

Protocol 2. The purpose of this study was to confirm the effect of eNOS polymorphism
on forearm blood flow response to exercise. We reasoned that if the Asp/Asp genotype
evoked reduced forearm vasodilatation during exercise and this response was due to
decreased NO bioavailability, brachial intra-arterial infusion of L-NMMA would abolish
the difference between individuals Asp/Asp and Glu/Glu. In addition, to rule out the
possibility that the decreased forearm vasodilatation in Asp/Asp was not a consequence
of increased sympathetic nerve activation, phentolamine was associated with L-NMMA
during exercise, and MSNA was simultaneously evaluated. A subset of 7 Glu/Glu
individuals and a subset of 8 Asp/Asp individuals agreed with the invasive procedures
and, hence, were enrolled in this protocol. The subject was positioned, and
electrocardiogram leads were placed on the chest. An intra-arterial line was placed into
the brachial arterial of the non-dominant arm. The catheter was attached to a three-way
stopcock for ease of intra-arterial drug infusion. Cuffs for forearm blood flow
measurements were placed on the non-dominant arm and the leg was positioned for
microneurography. After an adequate nerve recorded site was obtained, the subject rested
quietly for 15 minutes. Then, saline was infused (0.5 ml/min) for 5 min and baseline
values for forearm blood flow, blood pressure, heart rate and MSNA were recorded for 3
min. Exercise was then carried out for 3 min. Forearm blood flow, blood pressure, heart
rate and MSNA were recorded continuously during exercise. After a 15-min rest period,
when all parameters returned to baseline, L-NMMA was infused (4 mg.min’l; 0.5 ml.min
1) for 5 minutes. Baseline forearm blood flow, arterial pressure, and heart rate were
recorded for 3 min. Exercise was then carried out for 3 min under L-NMMA
administration. Forearm blood flow, blood pressure, heart rate and MSNA were recorded

continuously during exercise. After a 15-min rest period, when all parameters returned to
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baseline values, L-NMMA plus phentolamine were infused (4 mg.min'1 and 100p g.min'l,
respectively; 0.5 ml.min™) for 5 minutes. Handgrip exercise was then performed for 3
min under L-NMMA plus phentolamine. Forearm blood flow, blood pressure, heart rate
and MSNA were recorded continuously during exercise. The timeline of the experimental

protocol 2 and each sequence of saline and drug infusion are shown in Figure 1.

Statistical Analysis

Data are presented as means + SE. The odd ratios (OR) were calculated with 95%
confidence interval (CI) and two tailed p-values. Data of both demographic
characteristics and baseline measurement were subjected to one-way ANOVA. The
responses of forearm blood flow, forearm vascular conductance, MSNA, mean blood
pressure and heart rate are presented as the absolute changes and were subjected to two-
way ANOVA with repeated measures. When significance was found, Scheffé’s post-hoc
comparisons were performed. Probability values of <0.05 were considered statistically

significant.

Results
Baseline Measurements

The demographic characteristics and metabolic and vascular measures are shown
in Table 1. There were no significant differences in age, weight, height, BMI, and
glucose, total cholesterol, LDL-cholesterol, HDL-cholesterol, VLDL-cholesterol,
triglycerides levels among Glu/Glu, Glu/Asp and Asp/Asp genotypes. Baseline forearm
blood flow and forearm vascular conductance were not different among the three
genotypes studied. Similarly, baseline heart rate and mean blood pressure levels were not

different among genotypes (Table 2).

Responses to Exercise

Mean blood pressure and heart rate increased significantly and similarly in
response to exercise in all three genotypes studied (Table 2). Forearm blood flow during
exercise slightly increased in Asp/Asp genotype individuals (Fig. 2). In contrast, forearm

blood flow significantly increased throughout exercise in Glu/Glu and Glu/Asp genotypes
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(Fig. 2). The comparisons among genotypes showed that the magnitude of response in
forearm blood flow during exercise was significantly greater in Glu/Glu and Glu/Asp
genotypes when compared with Asp/Asp genotype. Similar results were found in forearm
vascular conductance. This parameter significantly increased during exercise in Glu/Glu
and Glu/Asp genotypes, but not in Asp/Asp genotype. Thus the magnitude of response
was significantly greater in Glu/Glu and Glu/Asp genotypes than in Asp/Asp genotype
(Fig. 2).

Baseline Measurements with Blockage of eNOS and Sympathetic Vasoconstrictor
Activity

L-NMMA slightly reduced forearm blood flow and forearm vascular conductance
in Glu/Glu and Asp/Asp genotypes when compared with saline levels (Fig. 3). L-NMMA
plus phentolamine similarly increased forearm blood flow and forearm vascular
resistance conductance in Glu/Glu and Asp/Asp genotypes (Fig. 3). L-NMMA and L-
NMMA plus phentolamine infusions did not significantly change mean blood pressure,

heart rate and MSNA levels in both Glu/Glu and Asp/Asp genotype groups.

Response to Exercise with Blockage of eNOS and Sympathetic Vasoconstrictor Activity
Confirming the results obtained in the protocol 1, forearm blood flow and forearm
vascular conductance during exercise with saline infusion were significantly lower in
Asp/Asp genotype when compared with Glu/Glu genotype (Fig. 4). L-NMMA infusion
caused no significant changes in forearm blood flow and forearm vascular conductance
responses to exercise in carriers of Asp/Asp genotype. In contrast, forearm blood flow
and forearm vascular conductance responses to exercise were significantly reduced in the
Glu/Glu genotype (Fig. 4). Thus, the difference between the Glu/Glu and the Asp/Asp
genotypes was no longer observed. L-NMMA plus phentolamine infusion increased
significantly and similarly forearm blood flow and forearm vascular conductance
responses to exercise in both Glu/Glu and Asp/Asp genotype groups. Heart rate and mean
blood pressure responses to exercise with L-NMMA and L-NMMA plus phentolamine
increased significantly and similarly in Glu/Glu and Asp/Asp genotypes (Table 3). In
regard to MSNA, exercise significantly increased MSNA levels in Glu/Glu and Asp/Asp
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genotypes. The comparison between genotypes showed no significant difference in the
magnitude of increase in MSNA during exercise with L-NMMA and L-NMMA plus
phentolamine in Glu/Glu genotype and Asp/Asp genotype (Table 3).

Discussion

The main and new finding of the present study is that Glu298 Asp polymorphism
of the eNOS enzyme is functionally associated with attenuated vasodilatation in the
nonexercising forearm during sustained isometric handgrip exercise. Moreover, the
attenuated muscle vasodilatation response only occurs in Asp298 homozygous
individuals, since the vasodilatation in heterozygous individuals (Glu/Asp) is virtually
similar to that observed in wild-type individuals (Glu/Glu). This finding suggests that the
presence of a Glu298 allele is sufficient to overcome a possible deficiency resultant from
the Asp298 allele.

Accumulated evidence shows that the reflex muscle vasodilatation during
physiological maneuvers, including exercise, is the result of the equilibrium between the
vasodilatory forces and vasoconstrictor forces. In addition, it is known that muscle
vasodilatation depends, in great part, upon NO production from the endothelial cells and

the degree of sympathetic nerve activation.'*"!

Thus, it would be reasonable to suspect
that the attenuated muscle vasodilatation in Asp/Asp individuals was due to reduced NO
bioavailability, augmented sympathetic activation, or both. Our study provides evidence
that the attenuated reflex muscle vasodilatation in individuals encoding the Asp/Asp
genotype of the eNOS gene is a consequence of a reduced endothelial NO bioavailability,
since local intra-arterial infusion of L-NMMA, in contrast to Glu/Glu individuals, did not
significantly change forearm blood flow responses to exercise in Asp/Asp individuals.
Moreover, L-NMMA abolishes the difference in forearm blood flow responses to
exercise between individuals encoding the Asp/Asp and Glu/Glu forms of the eNOS
enzyme. It is unlikely that the sympathetic nerve activation explains the blunted muscle
vasodilatation in individuals carrying the Asp/Asp genotype. Firstly, no differences in
forearm blood flow responses during eNOS and post-junctional []-adrenoceptors

blockage in Asp/Asp and Glu/Glu genotypes were observed. Secondly, the post-

ganglionic sympathetic discharge recorded directly from the peroneal nerve using the
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technique of microneurography showed that MSNA levels were not different between the
two genotypes studied.

Asp298 allele has been associated with some pathological conditions such as
hypertensionlz, acute myocardial infarction'?, acetylcholine-induced coronary spasmM,
coronary vasomotor dysfunctionlS, lower collateral development in chronic coronary
occlusion16, and coronary in-stent restenosis'’. In addition, enhanced responsiveness to
phenylephrine in patients carrying the Asp298 form of the eNOS enzyme, submitted to
cardiac surgery, has been reported. ' Our study extends the knowledge that Asp298 allele
in homozygosis reduces endothelial-dependent vasodilatation during physiological
maneuver in healthy, non-smoking individuals with no apparent cardiovascular and
metabolic disease. In addition, these findings raise the possibility that the diminished
endothelial-mediated muscle vasodilatation anticipates the vascular dysfunction in

individuals who are homozygous for Asp/Asp of the eNOS gene.

Limitations

Enzymatic studies using recombinant eNOS have showed that enzyme activity is
not affected by the Asp298 substitution of the eNOS protein * and, hence, the precise
Asngg—Pro299 bond does not seem to be susceptible to proteolytically cleavage.19
However, these findings do not note rule out the possibility that an unknown proteolytic
mechanism or a post-translational regulation could be modulated in vivo by the Asp298
allele.

The substitution of glutamate for aspartate is considered a conservative
replacement. Thus, the attenuated muscle vasodilatation during exercise may be due to a
locus elsewhere in the eNOS gene or in its vicinity that is in linkage disequilibrium with
the Glu298Asp polymorphismzo . Nevertheless, these findings do not rule out the
possible use of the G894 T variant as a marker for a functional locus.

One could argue that gene association studies are difficult to interpret, since one
gene may confer a small to moderate effect in a particular trait, especially in phenotypes

controlled by a large number of genes. Although this thought is particularly true in the
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case of vascular reactivity, our study is consistent with the idea that NO bioavailability
plays a role in the muscle vasodilatory responses in individuals encoding the Glu/Glu
genotypes. The augmented forearm blood flow responses in Glu/Glu genotype were
virtually abolished after L-NMMA administration. These findings suggest that eNOS is
highly functional in the modulation of vascular responsiveness during physiological
maneuver in Glu/Glu individuals. On the other hand, the lowered NO bioavailability
seems to explain, at least in part, the reduced reflex muscle vasodilatation during exercise
in individuals who are homozygous for Asp/Asp of the eNOS gene.

One could raise the question that the diminished forearm blood flow responses in
Asp/Asp individuals was mediated by a lowered perfusion pressure rather than a local
vasodilatation. This argument seems unlikely, since blood pressure levels throughout
experimental protocols were similar in Asp/Asp and Glu/Glu individuals. Moreover,
forearm vascular conductance, which takes into consideration forearm blood flow and
mean arterial pressure, was significantly lower in Asp/Asp individuals. Similarly, it is
unlikely that the reduced forearm blood flow responses during exercise were due to the
lowered cardiac output. Heart rate levels during exercise were not different between

Asp/Asp and Glu/Glu genotypes.

Perspectives

The present study shows an association between Asp/Asp genotype of the eNOS
enzyme and reduced reflex muscle vasodilatation during isometric handgrip. Since NO-
mediated muscle vasodilatation is an expected response during exercise and, in addition,
suggestive of endothelial-mediated vascular function, a blunted response to this
physiological maneuver may predict a higher susceptibility to certain cardiovascular
diseases potentially linked with genetic variation of the eNOS gene.

It has been well documented that exercise capacity depends upon muscle blood
flow supply during exercise, which is achieved by an increase in cardiac output and
muscle vasodilatation. Thus, it is reasonable to expect that the aerobic capacity is lower

in individuals who are homozygous for the Asp/Asp form of the eNOS enzyme than in
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individuals who are heterozygous (Glu/Asp) or wild-type (Glu/Glu) for the eNOS
enzyme.
Previous studies have consistently demonstrated that exercise training improves

2218 addition, Erbs et

endothelial function in healthy individuals and cardiac patients.
al.” reported that exercise training improves endothelial function in patients with stable
coronary artery disease genotyped for the Glu298 Asp eNOS polymorphism. Even though
exercise training provoked a lower increase in average peak velocity in coronary and left
internal mammary artery to acetylcholine in patients Asp/Asp than in patients Glu/Glu
and Glu/Asp, it changed the paradox vasoconstriction to vasodilatation in patients
homozygous for Asp298. Thus, exercise training should be considered a strategy to
improve vascular function in humans with the Asp/Asp genotype for the eNOS enzyme.
In conclusion, the lowered reflex muscle vasodilatory responsiveness during
exercise in individuals homozygous for Asp/Asp provides evidence for the understanding

of the genetic regulation of vascular responses mediated by eNOS enzyme during

physiological maneuvers in humans.
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Legends
Figure 1. Timeline of experimental protocols (see Experimental Protocol for
explanation). FBF, forearm blood flow; BP, blood pressure; HR, heart rate; MSNA,

muscle sympathetic nerve activity.

Figure 2. Individual forearm blood flow (FBF; Panel A) and forearm vascular
conductance (FVC; Panel B) responses (absolute chance) during 30% maximal voluntary
contraction (MVC) handgrip exercise in individuals encoding Glu/Glu, Glu/Asp and
Asp/Asp of the eNOS gene.

* Note that both FBF and FVC responses were significantly lower in Asp/Asp genotype
when compared with Glu/Glu, Glu/Asp genotypes.

Figure 3. Baseline forearm blood flow (FBF) and forearm vascular conductance (FVC)
during saline, L-NMMA and L-NMMA + phentolamine intra-arterial infusion in
individuals encoding Glu/Glu and Asp/Asp of the eNOS gene. *, vs. L-NMMA, P<0.05.

Figure 4. Forearm blood flow (FBF) and forearm vascular conductance (FVC) responses
(absolute change) during 30% maximal voluntary contraction (MVC) handgrip exercise
in individuals encoding Glu/Glu and Asp/Asp of the eNOS gene. Note that L-NMMA
abolished the differences between individuals encoding Glu/Glu and Asp/Asp of the
eNOS gene. In addition, no differences between groups were observed during L-NMMA
plus phentolamine infusion. *, within group comparisons vs. baseline; §, between group

comparisons; 1, significant difference vs. baseline, pooled data of both groups, P<0.05.
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Table 1. Baseline measurements in individuals encoding Glu/Glu, Glu/Asp and Asp/Asp

of the eNOS gene.

Glu/Glu Glu/Asp Asp/Asp P
N 15 9 9
Demographic characteristics
Age, years 43 +3 41 +3 40+4 0.76
Sex, F/IM 12/3 6/3 6/3 0.71
Weight, kg 60.2+1.5 68.0+24 61.8+3.9 0.08
Height, cm 162 +2 170 £ 3 161 £3 0.10
BMI, kg/m? 229+0.3 23.7+1.0 23.5£0.9 0.64
Metabolic measurements
Glucose, mg/dl 92 +2 92 +4 84 +3 0.11
Total Cholesterol, mg/dl 193 £10 177 £ 10 193 +7 0.48
LDL-cholesterol, mg/dl 123 £ 8 121 £9 128 +6 0.86
HDL-cholesterol, mg/dl 50+3 41 +2 47 +3 0.13
VLDL-cholesterol, mg/dl 20 +3 17+3 17+3 0.67
Triglycerides, mg/dl 877 87+13 84 +£13 0.97
Vascular measurements
FBF, ml.min".100ml"’ 1.81 £0.09 1.80 £0.23 1.79 £0.17 0.99
FVC, units 2.03+0.12 1.90 £0.24 1.89 £0.17 0.80

Values are mean + SE. M, male; F, female; BMI, body mass index; HR, heart rate; MBP,

mean blood pressure.
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Table 2. Baseline and absolute changes in heart rate (HR) and mean blood pressure
(MBP) during 30% maximal voluntary contraction (MVC) handgrip exercise in
individuals encoding Glu/Glu, Glu/Asp and Asp/Asp of the eNOS gene.

Exercise
Baseline 1 min 2 min 3 min
HR. beats/min Glu/Glu 692 3+1% 6+1% 10£1F
Glu/Asp 69 +4 4+1 7£5 117
Asp/Asp 63 £3 4+1 8+1 1241
MBP mmHg Glu/Glu  91%3 3+1% 821 15+2%
Glu/Asp 94 +£2 1+1 8+2 1242
Asp/Asp  95+£3 3+1 10+2 15+£2

Values are mean + SE. ] pooled data of all three groups vs. baseline.
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Table 3. Baseline and absolute changes in heart rate, mean blood pressure, and muscle
sympathetic nerve activity during 30% maximal voluntary contraction (MVC) handgrip
exercise with saline, L-NMMA, and L-NMMA + phentolamine intra-arterial infusions in

individuals encoding Glu/Glu and Asp/Asp of the eNOS gene.

Exercise
Baseline 1 min 2 min 3 min
Saline
HR, beats/min Glu/Glu 70+4 3+1% 6121 4+17%
Asp/Asp T3 +£3 6+1 10+2 743
MBP, mmHg Glu/Glu 86 +4 6+17 10+£2% 11423
Asp/Asp 85+6 8+3 12+2 9+3
MSNA, Gluw/Glu 134 2+1 5+1% 8+21
bursts/min Asp/Asp 18 %5 3+1 6+2 11£2
L-NMMA
HR, beats/min Glu/Glu 68 £4 S5+1% 94+2% 7423
Asp/Asp T3 £2 8+2 8+2 542
MBP, mmHg Glu/Glu 87+3 T+13 14£2% 10£2F
Asp/Asp  8T+7 1143 1443 8+4
MSNA, Glu/Glu 164 3+2 6+2% 9+61
bursts/min Asp/Asp 18 +4 442 743 1243
L-NMMA + Phentolamine
HR, beats/min Glu/Glu 69 <5 9+2% 13+4% 11£3%
Asp/Asp T3 +£2 9+1 9+3 6+3
MBP, mmHg Glu/Glu 89 +3 821 14£2% 10+£2%
Asp/Asp 907 1243 1343 6+4
MSNA, Gluw/Glu 16+4 613 623 14+£5%
bursts/min Asp/Asp 19%5 542 945 10+2

Values are mean + SE. HR, heart rate; MBP, mean blood pressure; MSNA, muscle

sympathetic nerve activity. § = pooled data of both groups vs. baseline.
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