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RESUMO



Resumo

GOWDAK, M. M. G. Efeito da ingestao aguda de gordura na resposta vasodilatadora
muscular em individuos portadores de polimorfismo nos receptores 2
adrenérgicos. 2007. 94p. Tese de Doutorado - Faculdade de Medicina, Universidade
de Séao Paulo, Sao Paulo.

Individuos portadores do glutamato na posi¢éo 27 do gene que codifica para
o receptor Po-adrenérgico tém resposta vasodilatadora muscular aumentada durante
manobras fisioldgicas. No entanto, o impacto do consumo agudo de gordura nessa resposta
nao & conhecido. Neste estudo, testou-se a hipotese de que o consumo gordura afetaria a
resposta vasodilatadora aumentada destes individuos durante manobras fisiologicas. Vinte e
cinco individuos saudaveis foram subdivididos em dois grupos: 11 homozigotos para o
glutamato (Glu27Glu, 40+3 anos; 65+3kg) e 14 homozigotos para a glutamina (GIn27GIn,
4012 anos; 64+2kg). O fluxo sangiineo muscular foi medido por pletismografia de ocluséo
venosa. A resposta vasodilatadora muscular foi avaliada durante 3 minutos de exercicio e
estresse mental em jejum e 3 horas ap6s consumo de 62 g de gordura. A conduténcia basal
foi semelhante entre grupos (Glu27Glu=2,310,1; GIn27GIn=2,2+0,1; P=0,21). O aumento da
conduténcia vascular durante exercicio e durante o estresse mental foi maior no grupo
Glu27Glu (0,73+0,2 vs 0,22+0,1; P=0,008 e 1,8+0,3 vs 1,2+0,2; P=0,04, respectivamente). O
consumo agudo de uma preparagao rica em gordura eliminou esta diferenga. A resposta de
pressao arterial e freqUiéncia cardiaca foi semelhante antes e apds a ingestao de gordura. Os
niveis de triglicérides, glicose e insulina foram semelhantes ao longo de todo periodo de
estudo. O consumo agudo de gordura elimina a resposta aumentada do fluxo sanguineo
muscular durante manobras fisiologicas dos individuos portadores do genétipo Glu27Glu no

receptor B2~ adrenérgico.

Descritores: receptores betao-adrenérgicos — polimorfismo genético -
vasodilatagéo - lipidios na dieta



SUMMARY



Summary

GOWDAK, M. M. G. Effect of acute fat intake on vascular reactivity response in
individuals with polymorphism in the B2 adrenoceptors. 2007. 94p. Tese de
Doutorado - Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo, So Paulo.

Subjects who have glutamic acid at position 27 in gene encoding to B2
adrenoceptor have increased muscle vasodilatory response during physiological maneuvers.
However, the impact of a high-fat meal in this response is unknown. We tested the hypothesis
that a high-fat meal would modify the increased muscle vascular reactivity during handgrip
and mental stress in these subjects. Twenty-five healthy subjects were subdivided in two
groups: 11 were homozygous to glutamic acid (Glu27Glu, 40%3 years; 6513kg) and 14 were
homozygous to glutamine (GIn27GIn, 4012 years; 64+2kg). Forearm blood flow was
measured by venous occlusion pletysmography. Forearm blood flow was recorded for 3
minutes of handgrip and mental stress during fasting and three hours after 62g of fat
consumption. Baseline forearm vascular conductance was similar between groups
(Glu27Glu=2.3+0.1; GIn27GIn=2.2+0.1; P=0.21). Forearm vascular conductance during
handgrip and mental stress was greater in the genotype Glu27Glu (0.73+£0.2 vs 0.22+0.1;
P=0.008 and 1.8+0.3 vs 1.2+0.2; P=0.04, respectively). Acute fat consumption eliminated the
difference of vasodilatory response previously achieved. Blood pressure and heart rate
response were similar before and after fat intake. Triglycerides, glucose and insulin levels
were also similar between groups. We concluded that high-fat ingestion abolishes the
augmented muscle blood flow responses during physiological maneuvers in individuals who

are homozygous for the Glu27 allele of the B2-adrenoceptor gene.

Descriptors: beta-2 adrenergic receptors — polymorphism genetic — vasodilation -
dietary fats
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1. ENDOTELIO

Antes do achado histdrico de Furchgott e Zawadski em 1980 ' sobre a
fungdo endotelial, era de conhecimento geral que o relaxamento e constrigdo dos vasos
resultava da agao de hormdnios circulantes ou da atividade nervosa, cujos transmissores néo
eram exatamente conhecidos 2. Atualmente, ap6s inUmeros estudos, sabe-se que em
resposta as alteragbes na corrente sanguinea, o endotélio produz substancias com
propriedades vasoativas sobre a musculatura vascular que, entre inumeras fungdes, regulam

0 seu estado contratil 3.

As substancias vasoativas produzidas pelo endotélio incluem os fatores
relaxantes derivados do endotélio (FRDE), entre eles, o oxido nitrico (NO), e os fatores
constritores derivados do endotélio (FCDE) como, por exemplo, a endotelina. O NO é um
potente vasodilatador, protetor dos vasos da agressé@o de agentes que levam a aterosclerose;
por sua vez, a endotelina tem agdo vasoconstritora, participando na progressao da doenga
vascular. Na presenga de fatores de risco, os niveis de NO encontram-se menores e, por
outro lado, a endotelina, normalmente sintetizada em menor proporgao, tem a sua sintese

aumentada 2.

A disfungé@o endotelial, caracterizada pelo desequilibrio entre os FRDE e os
FCDE, esta associada ao aparecimento e perpetuagdo de diversas doencgas 2. Na doenca

cardiovascular, a disfungdo endotelial esta intimamente associada aos fatores de risco, como
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hipertensdo, tabagismo, diabetes, hipercolesterolemia e deficiéncia de estrégeno em
mulheres pds-menopausa 4. Além do controle do ténus vascular, somam-se as fungdes do
endotélio a modulagao da coagulagao sanguinea e da inflamagao e a regulagao do controle
do crescimento vascular, tornando inquestionavel a sua importancia para o sistema

cardiovascular 257,

Além destas atribuigdes, o endotélio € o foco da agédo de varias substancias
que agem em receptores especificos das células endoteliais 28. Entre os receptores
encontrados no endotélio, os adrenérgicos tém sido alvo de farmacos com importantes efeitos
fisiologicos relacionados ao tratamento de doengas cardiovasculares. Até 0 momento, foram
identificados varios subtipos de adrenoreceptores classificados conforme os locais de agdo
especificos. Entre eles, os receptores oap, oac, B1, P2, B3 estéo localizados no endotélio e

participam da regulagédo do ténus vascular °.

1.1. RECEPTORES B - ADRENERGICOS

A busca pelo conhecimento das células alvos das principais catecolaminas
endogenas mediadoras, noradrenalina e adrenalina, levou & descoberta dos
adrenoreceptores o e . Estes receptores adrenérgicos sdo membros de uma super familia
de receptores acoplados as proteinas ligantes de nucleotideos de guanina, conhecidas por
proteinas G 210, Assim, todos os receptores acoplados a estas proteinas compartilham as
mesmas caracteristicas estruturais, ou seja, possuem porgdes extracelulares com terminais
amino (NHa-terminal), além de sete dominios transmembranarios e terminais carboxilicos

intracelulares 8°. A regido aminoterminal do receptor € importante para a sua sintese e
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inser¢do na membrana celular, enquanto a terceira alga intracelular e a porgéo proximal da

regido carboxi-terminal s&@o locais de ligagéo do receptor a proteina G .

A proteina G, por sua vez, consiste de trés subunidades heterogénicas, o, B
e Y e age como uma intermediaria na transdugédo do sinal de ativagao do receptor. Assim,
quando o receptor se liga ao agonista, ocorre uma mudanga de guanina trifosfato (GTP) para
guanina difosfato (GDP), promovendo a dissocia¢do entre receptor e proteina G. Neste
momento, ocorre também a dissociagdo da subunidade o das subunidades B e vy, assim
como a liberagdo do agonista do receptor. A dissocia¢do da subunidade o e, em alguns
casos, 3 e y ativam as moléculas efetoras. A atividade da GTPase intrinsica da subunidade o
hidrolisa 0 GTP em GDP, libera fosfato inorganico e facilita a nova reassociagédo do receptor a

proteina °.

Os receptores B - adrenérgicos séo divididos em 3 subtipos, B1, B2 € B3 € sé@o
codificados por trés genes distintos localizados nos cromossomos humanos 10, 5 e 8,
respectivamente. Estes receptores modulam as respostas cardiovasculares provocadas pela
liberagdo de noradrenalina dos terminais nervosos simpaticos ou adrenalina circulante. Todos
os receptores P sinalizam através do acoplamento da proteina G, provocando a ativagéo da

adenilciclase e acimulo do segundo mensageiro AMPc.

Considerando as multiplas fungdes fisiologicas destes receptores, muitos
estudos tém sido realizados na tentativa de esclarecer a agao individual dos subtipos destes
receptores, através da utilizagdo de agonistas e antagonistas seletivos. Neste contexto,

Lands e cols. 213 foram os primeiros a sugerir a divisdo dos receptores B-adrenérgicos em

subtipos. De acordo com a sua classificagdo, os receptores B+ modulam o funcionamento
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cardiaco € os [2 modulam o relaxamento da musculatura lisa vascular e do sistema
respiratorio. Os receptores P2, portanto, representam o subtipo mais predominante na

musculatura lisa vascular.

Os receptores 32 auxiliam no controle e distribuigdo de fluxo sangiiineo para
os diferentes tecidos. Em situagdes de exercicio fisico, por exemplo, as taxas de adrenalina e
noradrenalina plasmatica atingem niveis elevados que podem chegar a até 30 vezes o valor
de repouso, com grande efeito sobre o fluxo sanglineo muscular através da estimulagao dos

receptores Bo—-adrenérgicos 81213,

1.2. POLIMORFISMO DOS RECEPTORES 32 — ADRENERGICOS

Estudos tém demonstrado que o gene que codifica para o receptor Pa-
adrenérgico apresenta heterogeneidade na populagdo humana com ocorréncias naturais de
polimorfismos 4. Na regido codificadora do receptor foram identificadas nove substitui¢des de
base, sendo cinco delas degenerativas e sem significado funcional. Das outras quatro
substituicbes ndo degenerativas, somente trés localizadas nos codons 16, 27 e 164 do

receptor alteram as propriedades funcionais do receptor, tanto in vive quanto in vitro 1516,

Como a vasodilatagdo é uma das principais fungdes do receptor Po—
adrenérgico, 0 impacto potencial de uma mutagao (polimorfismo) sobre a resposta vascular

tem sido objeto de muito interesse.

Na tentativa de elucidar as consequéncias funcionais dos polimorfismos do

gene do receptor Bo—adrenérgico nos codons 16 e 27, foi estudada a porgdo amino terminal
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do receptor in vitro 7. Os polimorfismos consistiam da substituigdo do aminoacido arginina
pela glicina no codon 16 (Arg16—Gly); da substituigdo do aminoacido glutamina pelo acido
glutadmico no cédon 27 (GIn27—Glu) e da combinagéo das duas situagdes. Apds exposi¢do
ao agonista, houve maior dessensibilizagdo do receptor com o polimorfismo no cddon 16
(Arg16—Gly), comparativamente a forma natural . Por outro lado, o polimorfismo GIn27—Glu
parece conferir ao receptor uma maior resisténcia ao “downregulation” frente ao agonista,
quando comparado com a forma natural. Assim, em culturas primarias das células
musculares lisas da via aérea, uma concentragdo 60 vezes maior de isoprenalina foi
necessaria para promover “downregulation” em homozigotos na forma Glu27,

comparativamente aos homozigotos GIn27 16.17,

Em alguns ensaios in vivo, a forma Glu27 mostrou uma funcionalidade
diferente da forma GIn27. Cockroft e cols. '8 observaram maior resposta vasodilatadora do
fluxo sanglineo do antebrago apds infus@o intra-arterial de isoprenalina em individuos
homozigotos para o alelo Glu27, comparativamente aqueles homozigotos para o alelo GIn27.
Qutra investigacdo mostrou uma forte associagdo entre os polimorfismos presentes nos
codons 16 e 27 19, De acordo com esta correlagdo, os individuos que apresentam a forma
homozigética Glu27 séo portadores também da forma homozigética Gly16, enquanto
homozigotos GIn27 podem ser homo ou heterozigotos na posi¢ado 16, na forma natural ou

polimérfica.

A influéncia dos haplétipos em manobras fisioldgicas provocadas por
estresse mental e exercicio foi recentemente demonstrada 20. A combinacgéo dos diferentes
haplétipos mostrou que a maior vasodilatagdo conferida aos individuos homozigotos

Gly16/Glu27 foi independente do aminoacido localizado na posi¢do 16. Portanto, a maior



Introducéo 7

reatividade vascular durante as manobras fisioldgicas foi relacionada a presenga do
amoninoacido glutamato na posi¢gdo 27 e ndo da presenga da forma mutada glicina na
posicao 16. No mesmo estudo, a vasodilatagdo exacerbada no grupo com polimorfismo foi
suprimida apds uso de -bloqueador, evidenciando a influéncia do polimorfismo na alteragéo
da funcionalidade do receptor. Além disso, a resposta exacerbada da vasodilatagdo nos
individuos homozigotos Glu27Glu mostrou ser, de fato, mediada pelo receptor P

adrenérgico 20.

Embora os polimorfismos representem um baixo fator de risco para
doencas 21, existem freqlientes associagdes da variante Glu27 com prevaléncia aumentada
de obesidade, aumento de volume da célula adiposa e niveis aumentados de insulina,
quando comparados com a forma GIn27 5. A relagdo deste polimorfismo com a
obesidade 52223 ¢ diabetes tipo Il 2425, no entanto, ndo tem sido replicada em todos os
estudos 26-28, existindo também associagao de comorbidades com a forma mutada Gly16 2230
ou ainda nas duas formas mutadas 3'-%. Ainda assim, a idéia de que a presenga do
polimorfismo possa influenciar a saude cardiovascular 3435 como elemento fisiopatolégico ou,
ainda, provocar respostas diferenciadas ao tratamento medicamentoso 3 tem atraido muito

interesse nos Ultimos anos.

1.3. DIETA E FUNGAO ENDOTELIAL

O consumo de uma dieta rica em gordura saturada por longo periodo esta
associada com doencga arterial coronariana. Apesar desta associagcdo com as doengas do

coragdo, 0 consumo elevado de gordura nem sempre se traduz em aumento de colesterol, 0
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que leva a perspectiva de que outros mecanismos possam estar envolvidos na incidéncia de

aterosclerose por dieta rica em gordura 7.

Sabe-se que os nutrientes também podem influenciar o tonus vascular, a
coagulagdo, o crescimento celular, respostas imunolégicas e inflamatérias. Portanto, é
possivel imaginar que alteragdes funcionais do endotélio, mediadas por nutrientes, possam

estar envolvidas na génese de algumas doengas 3839,

Alteragdes metabdlicas e funcionais do endotélio podem ser observadas com
o consumo prolongado de dietas com diferentes composicdes 443, uso de
suplementagdes 4450 uso regular de vinho tinto ou suco de uva 51, ou ainda com a ingestéo
de uma unica refeicdo. Neste caso, o consumo de uma refeigdo rica em gordura, por
exemplo, leva o organismo a um estado de absorgao prolongado. Entre as caracteristicas que
estdo associadas com o periodo pos prandial e alteragdo do endotélio pode-se citar a
hipertrigliceridemia, 0 aumento de particulas remanescentes, 0 aumento do ténus simpatico,
a hipertens@o e o0 aumento de estresse oxidativo 52. Destas, a principal caracteristica que
envolve uma ingetdo rica em gordura € o aumento dos triglicérides plasmaticos. A sua

elevagéo é consequéncia da absorgéo intestinal de acidos graxos e colesterol da dieta.

Evidéncias tém apontado a hipertrigliceridemia pds prandial como um fator
de risco independente para as doencgas cardiovasculares 37:53-55, Assim, quando ha elevagéo
dos triglicérides, em consequéncia a uma Unica refeigo, ocorre diminuigdo da particula de
LDL-colesterol, tornando-a mais vulneravel a oxidagéo %6. O LDL-colesterol oxidado tem
efeitos deletérios a parede vascular sendo um deles a diminuigdo endotélio-dependente do

relaxamento vascular 7.
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Desta forma, muitos estudos foram conduzidos para testar a influéncia de
uma refei¢do rica em gordura no endotélio. Vogel e cols. %8 foram os primeiros a avaliar o
efeito agudo de uma refeigdo rica em gordura sobre a fungdo endotelial em individuos
saudaveis. Houve uma diminui¢do da vasodilatagdo somente apos consumo de refeigéo rica
em gordura e esta foi atribuida a elevagéo dos triglicérides. A diminuigdo da vasoreatividade
da artéria braquial também foi encontrada apds infusdo intralipidica para indugdo da
hipertrigliceridemia %. Portanto, parece que o contato prolongado das células endoteliais com
os &cidos graxos livres provoca prejuizo na fungdo vascular. Neste caso, ocorre uma
diminui¢do da capacidade destas células em gerar 6xido nitrico bioativo, provavelmente por
uma redugéo da atividade da NO sintase e um aumento na sintese local de superdxido 60.
Além disso, a administragédo de vitaminas ou alimentos ricos em antioxidantes concomitante,
ou em dias que antecedem uma refeigdo rica em gordura, previne a disfungédo endotelial,

sugerindo a participagdo de um mecanismo oxidativo na diminui¢éo da fungéo vascular 61-64,

A adicéo de proteina a refeigao hipergordurosa também tem sido proposta na
prevengao da hiperlipidemia pos prandial e de suas consequéncias, incluindo o aumento da

sintese de superoxido 5.

O papel do estresse oxidativo na alteragdo vascular esta presente em
inumeras investigagdes %67, mas ndo em todas . A associagdo do aumento dos triglicérides
com prejuizo da vasodilatagéo € frequente %869, embora, em alguns estudos, essa resposta
tenha sido verificada em individuos com alguma doenga associada ou idosos 7072, Em um
deles, por exemplo, a diminui¢do da vasodilatagdo ocorreu somente quando a gordura ja
tinha sido utilizada anteriormente, como € o caso do Oleo usado para frituras em

restaurantes 73. A diminuicdo da vasodilatacdo nédo foi relacionada com o aumento dos
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triglicérides, pois ndo houve mudanga no comportamento dos vasos apds o consumo da

gordura que néo tinha sido reutilizada, apesar da hipertrigliceridemia pés prandial.

Com trabalhos apontando para resultados divergentes e com diferentes
metodologias empregadas 74, outros grupos avaliaram a reatividade vascular por
pletismografia de ocluséo venosa e ultrasom da artéria braquial 7576. Em um deles houve um
aumento da vasodilatagdo apds o consumo de refeigdes ricas em gordura nos dois métodos
utilizados. No outro, houve aumento do fluxo sanguineo muscular basal apés o consumo de
gordura. Nas duas investigacdes o aumento pds-prandial do fluxo sangiiineo no antebrago
foi atribuido ao aumento dos niveis de insulina plasmatica. No entanto, a a¢éo vasodilatadora

da insulina parece ser eliminada na presenca de resisténcia a insulina 7778,

De todos os estudos até agora realizados, nenhum avaliou a vasodilatagéo
induzida por manobras fisiologicas, apds consumo elevado de gordura. Além disso, ndo se
conhece o efeito agudo da ingestdo de gordura na resposta vasodilatadora muscular dos
individuos que apresentam a forma homozigota do glutamato na posi¢do 27 do gene que
codifica para o receptor B—adrenérgico, em quem essa resposta estda aumentada durante

manobras fisioldgicas.
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2. OBJETIVO

Estudar em individuos magros e saudaveis com a presenga da glutamina
(Gln) ou acido glutdmico (Glu) na forma homozigota do cddon 27 do gene que codifica para o

receptor B—adrenérgico:

1. a resposta vasodilatadora muscular durante manobras fisiologicas de

exercicio isométrico e estresse mental;

2. a resposta vasodilatadora muscular provocada pelo exercicio fisico e

estresse mental apés a ingestéo aguda de gordura.
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3. CASUISTICA E METODOS

O protocolo de estudo foi aprovado pela Comisséo Cientifica e de Etica do
Instituto do Coragdo e pela Comissdo Cientifica e de Etica do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP).

Apo6s aprovagdo, foram recrutados voluntarios do Servico de Pronto
Atendimento do InCor para a triagem. Neste dia, os individuos obtiveram informagéo
detalhada sobre o estudo e deram o seu consentimento por escrito, através do termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Os critérios de selegéo utilizados na triagem foram: homens e mulheres

saudaveis, idade entre 30-55 anos e indice de massa corpéral (IMC) menor do que 25kg/m?2.

Os critérios de exclusdo foram: homens e mulheres engajados em programa
de atividade fisica nos ultimos 2 meses, tabagistas, portadores de doencgas cronicas ou em

uso de medicagdes ou suplementagdes vitaminicas.

Foram selecionados 162 voluntarios, que nao utilizavam nenhum tipo de
medicagao e preenchiam todos os critérios de inclus@o. As avaliagdes foram realizadas na
Unidade de Reabilitagdo Cardiovascular e Fisiologia do Exercicio, no Laboratorio de Genética
e Cardiologia Molecular e no Laboratério de Anélises Clinicas do Instituto do Coragao do

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo.
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Os voluntarios foram genotipados e subdivididos de acordo com a

caracteristica genética do receptor 32—adrenérgico em:

a) Individuos portadores da forma natural homozigota GIn27GIn no codon

27 do receptor;

b) Individuos portadores da variante na forma homozigota Glu27Glu no

codon 27 do receptor.

Do total de 162 individuos, 82 (50%) apresentaram a forma natural
homozigota GIn27GIn, 16 (10%) a forma homozigota polimérfica Glu27Glu e 64 (40%) a
forma heterozigota e, portanto, foram excluidos do estudo. Do subgrupo que apresentou o
gendtipo Glu27Glu, 3 individuos apresentaram alguma alteragdo metabdlica nos exames de
triagem e 2 desistiram da participacdo no estudo. Destes, 11 realizaram todos os exames.
Dos 82 homozigotos GIn27GlIn, 4 apresentaram alguma alteragdo metabdlica, 5 desistiram do
estudo, 15 iniciaram pratica regular de exercicio fisico e 16 aumentaram de peso ap6s
genotipagem. Dos 42 restantes, 14 realizaram todos os exames. Portanto, participaram
efetivamente do estudo 25 homens e mulheres eutréficos, normotensos (pressao arterial
diastolica menor que 90mmHg e pressao arterial sistolica menor que 140mmHg), na faixa

etaria de 30 a 55 anos e que ndo estavam engajados em programa de atividade fisica.

3.1. AVALIAGAO ANTROPOMETRICA

O peso e a altura foram aferidos no dia da triagem. A incluséo dos individuos

no estudo foi realizada pela avaliagdo do estado nutricional, definida pelo indice de massa
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corporal (IMC). O IMC foi obtido através do célculo do peso dividido pela altura ao quadrado

[IMC= peso (kg)/altura2 (m)] 7.

3.2.  AVALIACAO LABORATORIAL

A coleta de sangue venoso perférico foi realizada apés 12 horas de jejum

com determinagdo das medidas laboratoriais descritas a seguir.

3.21. DETERMINAGAO DA INSULINA

A concentragdo sérica da insulina foi determinada pelo método
imunofluorimétrico AutoDELFIA (Wallac Oy, Turku, Finléndia). Os valores sdo expressos em
microunidade por mililitro (uU/mL) de soro. As andlises foram realizadas em duplicata. O

coeficiente de variagéo foi < 6%.

A determinagdo da insulina plasmatica foi realizada no laboratorio de
Pesquisa da Endocrinologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina na

Universidade de S&o Paulo.

3.2.2. DETERMINAGAO DA GLICOSE

A concentragdo plasmatica de glicose foi determinada em analisador

automatico, modelo Cobas Integra da Roche, pelo método enzimatico colorimétrico
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hexoquinase. O intervalo de referéncia considerado para os valores normais de glicemia foi

de 70 a 99mg/dL.

A determinagdo da glicose plasmatica foi realizada no Laboratério de
Analises Clinicas do Instituto do Coracdo da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo

Paulo.

3.2.3. ANALISE DOS LiPIDES

A obtencdo de plasma foi realizada por centrifugacdo a 3.000rpm durante
10min a 4°C em centrifuga refrigerada Sorvall RT 6000B (Sorvall Instruments, Du Pont

Company, Newton, CT, EUA).

As dosagens de colesterol total (CT), HDL-c e triglicérides (TG) plasmaticas
foram realizadas em sistema automatizado Cobas-MIRA (F. Hoffmann-La Roche, Basiléia,

Suica), utilizando kits enzimaticos comerciais da Roche (Mannhein, Alemanha).

A concentragdo de colesterol nas fragdes LDL e VLDL foi determinada pela

equagao de Friedewald 8°, onde VLDL-col=TG/5 e LDL-col=Col Total - (HDL-col+VLDL-col).

A determinagdo dos lipides plasmaticos foi realizada no laboratério de
Analises Clinicas do Instituto do Coragdo da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo

Paulo.
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3.3. DETERMINAGAO DO POLIMORFISMO PELO COMPRIMENTO DO FRAGMENTO DE RESTRIGAO

3.3.1. EXTRAGAO DO DNA

O DNA gendmico foi extraido a partir de leucocitos de amostra de 10mL de
sangue total, coletado em tubos contendo 25mM de EDTA (acido etilenodiaminotetracético).
Os leucdcitos foram obtidos a partir da lise dos glébulos vermelhos utilizando-se 20mL de
uma solugdo contendo 1,44M NH4Cl e 0,01M NHsHCOs. O material foi conservado em
geladeira a 4°C por 10min e centrifugado a 4°C por 10min a 3000rpm. O sobrenadante foi
descartado e 0 mesmo procedimento, desde a adi¢do da solugéo de lise até a centrifugacao,
foi repetido mais uma vez. O sobrenadante foi descartado novamente e o sedimento
leucocitario suspenso em solugéo de lise de glébulos brancos ( 3mL de 10mM Tris pH 8.0,
400mM de NaCl, 2mM de EDTA pH 8.0), 200l de SDS 10%, 500l de solugdo (50wl de SDS
10%, 2wl de EDTA 0,5M pH 8.0 e 488ml de H20 Milli-Q) e 2ul de proteinase K (20mg/mL) e
incubado durante 18 horas a 37°C. No dia seguinte, adicionou-se 1mL de solugdo com NaCl
6M com agita¢do vigorosa da solugao por 15s, seguida por centrifugagao a 4°C por 20min a
3000rpm. O sobrenadante contendo DNA foi transferido para um tubo contendo 1mL de
etanol 70%. Em seguida o material foi centrifugado a 4°C por 15min a 13500rpm. O
sobrenadante foi descartado e o tubo permaneceu em descanso de um dia para o outro para
secagem completa, em temperatura ambiente. O sedimento de DNA foi novamente

ressuspenso em 1mL de TE pH 8.0 (10mM de Tris-HCl e 1mM de EDTA).

As anélises das amplificagdes por “polymerase chain reaction” (PCR)
dos segmentos do gene PBo-adrenérgico foram realizadas por um equipamento automatico

(PTC-200; SDS Co., Falkenberg, Sweden).
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3.3.2. AWMPLIFICAGAO POR PCR DO SEGMENTO DE DNA CONTENDO 0 CODON 27 DO

RECEPTOR [32-ADRENERGICO

A amplificagdo do segmento de DNA contendo o codon 27 do gene do
receptor 2. adrenérgico foi realizada em volume de 26ul contendo 300-500ng de DNA,
0,38mM de cada trifosfato deoxinucleosideo, 10% solug¢do tampéo (100mM Tris-HCL, 15mM
MgClz, 500mM KClI, pH 8,3), 10% DMSO, 20pmol de cada primer e 0,13-0,63U de Taq DNA

polimerase.

O primer senso foi 5-GGCCCATGACCAGATCAGCA-3' e 0 primer reverso
foi 5-GAATGAGGCTTCCAGGCGTC-3'. O PCR foi iniciado com denaturagdo a 94°C por
4min, seguido por 30 ciclos de denaturagdo (94°C, 1min) , hibrida¢do (63°C, 1min) e
extensdo (72°C, 1min), com uma extensao final de 72°C por 10min. O tamanho do produto
de PCR desses primers é 353pb. O produto amplificado foi digerido a 37°C por 1h com 0,4U
de enzima de restri¢do Ita |. Os fragmentos foram introduzidos em 2% gel agarose ultra pura
DNA com Tri-acetato EDTA (40mM Tri-acetato, 2mM EDTA) buffer e visualizado sob

iluminacg&o ultra violeta apds coloragao com brometo de etidio.

Os fragmentos de produtos produzidos apresentavam os seguintes
tamanhos: 27, 55, 97, e 174pb nos homozigotos GlIn 27; 27,5597, 174, e 229pb em

heterozigotos GIn27Glu27; e 27, 97, e 229pb em Glu27 homozigotos.

3.4. AVALIAGAO DO FLUXO SANGUINEO MUSCULAR
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O fluxo sanglineo muscular foi avaliado pela técnica de pletismografia de
oclusdo venosa. O brago contralateral (aquele que ndo realizou o exercicio isométrico) foi
elevado acima do nivel do coragdo para garantir uma adequada drenagem venosa. Um tubo
silastico preenchido com mercurio, conectado a um transdutor de baixa pressdo € a um
pletismégrafo, foi colocado ao redor do antebrago, a cinco centimetros de distancia da
articulagdo Umero-radial. Um manguito foi colocado ao redor do punho e outro na parte
superior do brago. O manguito do punho foi inflado a um nivel supra-sistolico um minuto antes
de se iniciarem as medidas. Em intervalos de 15 segundos, o manguito do brago foi inflado
acima da pressao venosa por um periodo de sete a oito segundos. O aumento da tenséo no
tubo silastico refletiu 0 aumento de volume do antebrago e consequentemente o fluxo
sanguineo muscular. O sinal da onda de fluxo muscular foi aquisitado em tempo real em um

computador através do programa AT/CODAS, numa frequéncia de 500 Hz.

3.41. ProTocoLo DE EXERCiclO ISOMETRICO

A forga de contragdo voluntaria maxima foi determinada pela média de trés
tentativas de contragdo maxima (no brago dominante) em um dinamémetro de preensao de
mé&o, antes do inicio do protocolo. Apés trés minutos de repouso com registros basais, 0
individuo realizava trés minutos de exercicio isométrico moderado a 30% da contragdo

voluntaria maxima, seguidos por trés minutos de recuperagao.

Durante o protocolo de exercicio isométrico, foram realizados os registros

simultaneos de pressao arterial e frequéncia cardiaca.
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A presséo arterial foi medida a cada minuto, no membro inferior esquerdo

pelo método oscilométrico (monitor automatico de presséo arterial — Dixtal, modelo DX 2710).

A frequéncia cardiaca foi obtida através do registro eletrocardiografico.
Foram colocados trés eletrodos no térax do individuo, na posigéo bipolar, para registro da
derivagdo MCS5. Este sinal foi analisado em um programa de computador AT/CODAS, numa

frequéncia de 500 Hz.

3.4.2. PROTOCOLO DE ESTRESSE MENTAL

O protocolo de estresse mental foi realizado através do teste de cores
(“stroop color word test”) .82, O estresse mental consiste de uma tabela que possui uma
série de nomes de cores, escritos com uma tinta diferente daquela do significado da
palavra 8, Foi pedido para o participante identificar a cor da tinta e néo ler o significado da
palavra. Através do teste de cores, os individuos foram estimulados a dizer a cor em voz alta
e 0 mais rapido possivel, sendo advertidos quando erravam as palavras. Este procedimento
foi realizado da seguinte maneira: trés minutos de registro basal, seguidos de trés minutos de
teste de cores e trés minutos de recuperagdo. Ao final do teste foi perguntado a cada
individuo o grau de dificuldade do teste de cores através de uma tabela padréo que segue

classificagao a seguir:

Escala de Dificuldade no Teste de Estresse Mental

0 1 2 3 4

pouco estressante muito extremamente

nao estressante
estressante estressante estressante
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Durante o protocolo de estresse mental, foram realizados os registros
simultaneos de presséo arterial e frequéncia cardiaca da mesma forma descrita no protocolo

de exercicio isométrico.

3.4.3. AVALIAGAO DA CONDUTANCIA VASCULAR NO ANTEBRAGO

A condutancia vascular no antebrago foi calculada pela divisédo do fluxo
sanguineo muscular no antebrago (mL de sangue/min/100mL) pela presséo arterial média

(mmHg), multiplicado por 100 e expressa em “unidades”.

3.5. DIETA

A composi¢do nutricional do “milkshake” oferecido foi de 61g de
carboidrato, 5,5g de proteina e 62g de gordura, somando um total de 924 calorias. Do total de
gordura utilizada, 40g eram de origem saturada. A composi¢ao apresentava ainda 200mg de

colesterol.

A preparagao era realizada no dia do experimento e mantida em isopor para
a manutenc¢do da qualidade do produto. O “milkshake” era oferecido pelo pesquisador que
acompanhava a aceitagdo e a ingestdo da quantidade total de 500mL. Ao voluntario era
solicitado que a ingestdo do “milkshake” fosse realizada no prazo méaximo de 15min. O
individuo também recebia instrugdes de que poderia consumir apenas agua no intervalo que

antecedia o préximo exame.

3.6. SEQUENCIA EXPERIMENTAL
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O participante chegava ao laboratdrio as 7:00hs da manhé, apés jejum de 12
horas. Naquele momento era coletado sangue para a determinagdo de colesterol total e
fragdes, glicose e triglicérides. Apds a coleta de sangue, o voluntario era posicionado em
decubito dorsal. Em seguida, eram colocados os eletrodos para o registro da frequéncia
cardiaca, 0 manguito na perna esquerda para registro da pressao arterial e os manguitos
para medida de fluxo sanguineo muscular. A forga de contragdo voluntaria maxima era
determinada neste momento. A partir do inicio da gravagé@o do exame, eram registrados trés
minutos basais e, a seguir, o protocolo de exercicio isométrico. Apds um periodo de repouso
para que os comportamentos cardiovasculares retornassem aos niveis basais, foi iniciado o
protocolo de estresse mental que consistia de trés minutos basais e trés minutos da aplica¢do

do teste.

Em seguida, o voluntario ingeria 0 “milkshake” num periodo maximo de 15
minutos. Durante trés horas o voluntario era orientado a ndo realizar nenhum tipo de
atividade, exceto leitura. Apos este intervalo, o voluntario repetia todos os exames, isto &,

coleta de sangue, exercicio fisico e estresse mental.

Triagem | =} ’ Exa mes la horatm_‘ia is:
bioquimica e genotipagem

N=162

Glu/Glu = 16 — Incluidos —»n = 11
GIn/GIn = 82 — Incluidos - n = 14

Jejum 12 horas |

Exames bioquimicos: Ingestao de Exames bioquimicos:
colesterol total e fracoes, Milk-Shake colesterol total e fracoes,
glicose, triglicérides e insulina glicose, triglicérides e insulina

Medida do Fluxo Sangiiineo Medida do Fluxo Sangiiineo
Muscular Intervalo de 3 horas Muscular
(Exercicio Isométrico e (Exercicio Isométrico e

Estresse Mental) Estresse Mental)
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3.7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados sdo apresentados como média * erro padréo. Dados de idade,
peso, altura, indice de massa corporal e medidas basais de fluxo sanguineo muscular,
condutancia vascular do antebrago, pressao arterial média, frequéncia cardiaca e parametros
bioquimicos foram comparados pelo teste t de Student ndo pareado bicaudal. A possivel
diferenca da distribuicdo de sexos entre os grupos foi analisada pelo teste de associagéo do
qui-quadrado. Os parametros bioquimicos dos diferentes grupos, antes e apds intervengéo,

foram analisados pelo teste t de Student pareado bicaudal.

A comparagao dos grupos durante as manobras de exercicio isométrico e
estresse mental foi realizada pela analise de variancia de dois caminhos (two-way ANOVA)

para amostras repetidas.

O efeito da ingestdo de gordura dentro de cada grupo e entre os grupos foi
verificado também pela andlise de varidncia de dois caminhos (two-way ANOVA) para
amostras repetidas. No caso de F significante, foram realizadas comparagdes Pos-hoc de

Scheffé. O nivel de significancia aceito foi de P < 0,05.

Para a editoragao eletronica do texto, elaboragdo dos célculos estatisticos e
confecgdo dos graficos foram utilizados os programas aplicativos integrantes do pacote
Microsoft® Office 2000 (Microsoft, Corp., Redmond, EUA) e Statistica for Windows® (versédo

5.0, StatSoft, Inc., Tulsa, EUA).
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4. RESULTADOS BASAIS

As caracteristicas antropométricas, demograficas e bioquimicas no inicio do

estudo dos grupos Glu27Glu e GIn27GIn sao apresentadas nas Tabelas 1 e 2.

A idade, peso, indice de massa corporal (IMC) e distribuicdo de sexo nédo

foram significativamente diferentes entre os grupos Glu27Glu e GIn27GIn. Quanto as

caracteristicas bioquimicas, ambos 0s grupos apresentaram perfil lipidico e niveis séricos de

glicose e insulina semelhantes.

Tabela 1. Caracteristicas fisicas dos grupos que apresentam as formas Glu27Glu e GIn27GIn

no receptor B2-adrenérgico.

Variavel Glu27Glu GIn27GIn P
(n=11) (n=14)

Idade (anos) 40+3 40+2 0,96

Peso (kg) 65+ 3 64+2 0,73

IMC (kg/m?2) 231 24 +1 0,50

Sexo (homens) 5 5 0,62

IMC = indice de massa corporal
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Tabela 2. Caracteristicas bioquimicas basais dos grupos que apresentam as formas Glu27Glu

e GIn27GIn no receptor B2—adrenérgico.

Variavel Glu27Glu GIn27GIn P

Triglicérides (mg/dL) 96 + 15 98 + 11 0,91
Colesterol total (mg/dL) 168 + 12 18319 0,34
LDL-colesterol (mg/dL) 98 + 10 107 0,35
HDL-colesterol (mg/dL) 51+3 93+5 0,74
VLDL-colesterol (mg/dL) 19+3 202 0,90
Glicose (mg/dL) 87 +1 89+2 0,22
Insulina (LU/mL) 528 +1 6,94 + 1 0,09

As caracteristicas hemodindmicas basais dos grupos Glu27Glu e GIn27GlIn

sdo apresentadas na Tabela 3. O fluxo sanguineo muscular, condutancia vascular no

antebrago, pressao arterial média e frequéncia cardiaca basal néo foram significativamente

diferentes entre os grupos.

Tabela 3. Caracteristicas hemodinamicas basais dos grupos que apresentam as formas

Glu27Glu e GIn27GIn no receptor B—adrenérgico.

Variavel Glu27Glu GIn27GIn P

FSM (mL/min/100ml) 2,1+0,1 20£0,1 0,49
CVA (unidades) 23+01 22+01 0,21
PAM (mmHg) 92+3 93+2 0,59
FC (bpm) 69+4 66 +1 0,46

FSM = fluxo sangiineo muscular; CVA= condutancia vascular no antebrago; PAM=pressao arterial média;

FC= frequiéncia cardiaca
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4.1. ProTOCOLO DE EXERCIcIO FisicoO

4.1.1. PERIODO ANTERIOR A INGESTAO DA PREPARAGAO RICA EM GORDURA —

COMPARAGAO ENTRE 0S GRUPOS GLU27GLU E GLN27GLN

As variagdes de fluxo sanglineo muscular e condutancia vascular no
antebrago, presséo arterial média e frequéncia cardiaca durante o exercicio, dos grupos

Glu27Glu e GIn27GIn séo apresentados nas Figuras 1 (A e B), 2 e 3, respectivamente.

O exercicio isométrico realizado a uma intensidade de 30% da contracdo
voluntaria maxima (CVM) provocou um aumento significativo do fluxo sanguineo muscular e
conduténcia vascular no antebrago tanto nos individuos com a variante Glu27Glu quanto nos
individuos portadores da forma GIn27GlIn. No entanto, a variagdo absoluta de fluxo sanguineo
muscular e de condutancia vascular do antebrago foram significativamente maiores no grupo

Glu27Glu (Figuras 1 A e B, Interagéo, P=0,02 e P=0,008, respectivamente).

A presséo arterial média aumentou progressiva e significativamente durante
0 exercicio isométrico nos grupos Glu27Glu e GIn27GIn (Figura 2). No entanto, 0 aumento da
pressao arterial média foi semelhante entre os grupos Glu27Glu e GIn27GIn. A frequéncia
cardiaca também aumentou significativamente e de forma semelhante, durante o exercicio

isométrico nos grupos Glu27Glu e GIn27GIn (Figura 3).
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Figura 1. Variag&o absoluta de fluxo sanguineo muscular (FSM, Painel A) e condutancia
vascular no antebrago (CVA, Painel B) durante o exercicio isométrico, em individuos
portadores da variante Glu27Glu e da forma GIn27GIn no receptor B2-adrenérgico, antes do
consumo da preparagao rica em gordura. * P < 0,05 (versus basal); @ P < 0,05 (versus

grupo)
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Figura 2. Variagao absoluta da pressao arterial média (PAM) durante o exercicio isométrico
em individuos portadores da variante Glu27Glu e da forma GIn27GIn no receptor P.-
adrenérgico, antes do consumo da preparagao rica em gordura. * P < 0,05 (versus basal)
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Figura 3. Variagéo absoluta da frequéncia cardiaca (FC) durante o exercicio isométrico em
individuos portadores da variante Glu27Glu e da forma GIn27GIn no receptor B2-adrenérgico,
antes do consumo da preparagao rica em gordura. * P < 0,05 (versus basal).
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4.1.2.  INFLUENCIA DA INGESTAO DA PREPARAGAO RICA EM GORDURA NO GRUPO

GLU27GLU

A ingestao da preparagéo rica em gordura néo alterou significativamente os
valores basais de fluxo sangiineo muscular, condutancia vascular no antebrago, presséo

arterial média e frequéncia cardiaca no grupo Glu27Glu (Tabela 4).

Tabela 4. Dados hemodinamicos dos grupos que apresentam as formas Glu27Glu e

GIn27GlIn no receptor B—adrenérgico, antes e apos 0 consumo da preparagao rica em

gordura.
Glu27Glu GIn27GIn
Variavel
Antes Apos P Antes Apos P

FSM (mU/min/100m)  2,1+0,1 2,2+0,2 0,89 20+01 21%0,1 0,90
CVA (unidades) 23+01 25%0,2 0,37 22+01 24%0,2 0,37
PAM (mmHg) 92+3 86 +2 0,12 93+2 88+3 0,14
FC (bpm) 69+4 71%3 0,65 66 + 1 702 0,05

FSM = fluxo sangliineo muscular; CVA= conduténcia vascular no antebrago; PAM=press&o arterial média;
FC= frequiéncia cardiaca

Os niveis de fluxo sangiineo muscular e de conduténcia vascular no
antebrago do grupo Glu27Glu aumentaram significativamente durante exercicio isométrico
apds consumo elevado de gordura. A comparagdo com o periodo anterior ao consumo da
preparacdo rica em gordura mostrou que os niveis de fluxo sanglineo muscular e de
conduténcia vascular no antebrago tenderam a diminuir, mas n&o atingiram niveis

significativos (Figuras 4 A e B).

A pressao arterial média aumentou progressiva e significativamente durante

a manobra de exercicio isométrico no grupo Glu27Glu, apds consumo de gordura (Figura 5).
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O aumento da presséo arterial média foi semelhante ao encontrado antes do consumo da
preparagao rica em gordura. A frequéncia cardiaca também aumentou significativamente
durante o exercicio isométrico no grupo Glu27Glu (Figura 6). Este aumento foi mais

acentuado no grupo GIn27GIn (P=0,05).
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Figura 4. Variagdo absoluta de fluxo sangiineo muscular (FSM, Painel A) e condutancia
vascular no antebrago (CVA, Painel B) durante o exercicio isométrico em individuos
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portadores da variante Glu27Glu no receptor B2-adrenérgico antes e 3 horas apds consumo
da preparagéo rica em gordura. * P < 0,05 (versus basal)
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Figura 5. Variagéo absoluta da presséo arterial média (PAM) durante o exercicio isométrico
em individuos portadores da variante Glu27Glu no receptor 32-adrenérgico antes e 3 horas
apds consumo da preparagao rica em gordura.
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Figura 6. Variagéo absoluta da frequéncia cardiaca (FC) durante o exercicio isométrico em
individuos portadores da variante Glu27Glu no receptor 2-adrenérgico antes e 3 horas apés
consumo da preparagao rica em gordura. * P < 0,05 (versus basal)

4.1.3.  INFLUENCIA DA INGESTAO DA PREPARAGAO RICA EM GORDURA NO GRUPO

GLN27GLN

A ingest&o rica em gordura ndo alterou significativamente os valores basais
de fluxo sanguineo muscular, condutancia vascular no antebrago, presséo arterial média e

frequéncia cardiaca no grupo GIn27GIn (Tabela 4).

Os niveis de fluxo sangiineo muscular e de conduténcia vascular no
antebrago do grupo GIn27GIn aumentaram significativamente durante exercicio isométrico,
apds consumo elevado de gordura. A comparagdo com o periodo anterior ao consumo da
preparacdo rica em gordura mostrou que os niveis de fluxo sanglineo muscular e de
conduténcia vascular no antebrago né@o se alteraram significativamente apos a ingestao da

gordura (Figuras 7 A e B).

A presséo arterial média aumentou progressiva e significativamente durante
a manobra de exercicio isométrico no grupo GIn27GIn, apds consumo de gordura (Figura 8).
O aumento da presséo arterial média foi semelhante ao encontrado antes do consumo da
preparagao rica em gordura. A frequéncia cardiaca também aumentou significativamente
durante o exercicio isométrico no grupo GIn27GlIn (Figura 9). No entanto, ndo houve diferenga

do aumento de frequéncia cardiaca encontrado anteriormente.
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Figura 7. Variagdo absoluta de fluxo sangiineo muscular (FSM, Painel A) e condutancia
vascular no antebrago (CVA, Painel B) durante o exercicio isométrico em individuos
portadores da forma GIn27GIn no receptor 2-adrenérgico antes e 3 horas apds consumo da
preparacao rica em gordura. * P < 0,05 (versus basal)
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Figura 8. Variagéo absoluta da presséo arterial média (PAM) durante o exercicio isométrico
em individuos portadores da forma GIn27GlIn no receptor [B2-adrenérgico antes e 3 horas
apds consumo da preparagao rica em gordura.
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Figura 9. Variagéo absoluta da frequiéncia cardiaca (FC) durante o exercicio isométrico em
individuos portadores da forma GIn27GlIn no receptor B2-adrenérgico antes 3 horas apés
consumo da preparagao rica em gordura.

4.1.4. PERIODO POSTERIOR A INGESTAO DA PREPARAGAOQ RICA EM GORDURA -

COMPARAGAO ENTRE 0S GRUPOS GLU27GLU E GLN27GLN

Apos a ingestao da preparagéo rica em gordura, observamos que a diferenca
inicial existente no fluxo sanguineo muscular e na conduténcia vascular no antebrago durante
0 exercicio isométrico entre os grupos Glu27Glu e GIn27GIn n&o foi mais verificada (Figuras

10AeB).

Os parametros hemodindmicos analisados pelos deltas da presséo arterial
média (Figura 11) e frequéncia cardiaca (Figura 12) também n&o foram diferentes entre os
portadores da variante Glu27Glu e da forma GIn27GIn durante exercicio, apds 0 consumo da

preparagao rica em gordura.
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Figura 10. Variagdo absoluta do fluxo sanglineo muscular (Painel A) e da condutancia
vascular (Painel B) durante o exercicio isométrico em individuos portadores da forma
Glu27Glu e da forma GIn27GIn no receptor B2-adrenérgico apds consumo da preparagao rica
em gordura. * P < 0,05 (versus basal)
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Figura 11. Variagéo absoluta de presséo arterial média (PAM) durante o exercicio isométrico
em individuos portadores da forma Glu27Glu e da forma GIn27GIn no receptor [2-
adrenérgico, apos consumo da preparagao rica em gordura. * P < 0,05 (versus basal)
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Figura 12. Variagéo absoluta de frequéncia cardiaca (FC) durante o exercicio isométrico em
individuos portadores da forma Glu27Glu e da forma GIn27GIn no receptor [B2-adrenérgico,
apds consumo da preparagao rica em gordura.

4.2. PROTOCOLO DE ESTRESSE MENTAL

4.21. PERIODO ANTERIOR A INGESTAO DA PREPARAGAO RICA EM GORDURA —

COMPARAGAO ENTRE 0S GRUPOS GLU27GLU E GLN27GLN

As variagbes de fluxo sanguineo muscular, condutancia vascular no
antebrago, presséo arterial média e frequéncia cardiaca durante o estresse mental, antes da
ingestao da preparagéo rica em gordura, dos grupos Glu27Glu e GIn27GIn, séo apresentados
nas Figuras 13 (A e B), 14 e 15, respectivamente. As medidas obtidas em repouso, antes da
execucao do protocolo de estresse mental, ndo mostraram diferengas significativas entre os

dois grupos em nenhum dos parametros estudados (Tabela 5).

Tabela 5. Caracteristicas hemodinamicas obtidas em repouso dos grupos que apresentam as

formas Glu27Glu e GIn27GlIn no receptor receptor Bo—adrenérgico.
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Variavel Glu27Glu GIn27GIn P

FSM (mL/min/100ml) 2,2+0,1 2,0+0,1 0,23
CVA (unidade) 2,4+0,1 2,10,1 0,08
PAM (mmHg) 9343 96:+2 0,38
FC (bpm) 684 662 0,60

FSM = fluxo sangliineo muscular; CVA= conduténcia vascular no antebrago; PAM=press&o arterial média;
FC= frequéncia cardiaca

Durante o estresse mental houve um aumento significativo do fluxo
sanguineo muscular e condutancia vascular no antebrago tanto nos individuos com a variante
Glu27Glu quanto nos individuos portadores da forma GIn27GIn. No entanto, a variagao
absoluta de fluxo sanglineo muscular e de condutancia vascular do antebrago foi
significativamente maior no grupo Glu27Glu (Figuras 13 A e B, Grupo, P=0,05 e P=0,03,

respectivamente).

A pressao arterial média aumentou progressiva e significativamente durante
a manobra de estresse mental nos grupos Glu27Glu e GIn27GlIn (Figura 14) e este aumento
foi semelhante entre os grupos Glu27Glu e GIn27GIn. A frequéncia cardiaca também
aumentou significativamente durante o estresse mental nos grupos Glu27Glu e GIn27GIn

(Figura 15) e este aumento foi semelhante entre os grupos.



Resultados

43

FSM (ml/min/100ml)

(variacao absoluta)

@ == Glu27Glu
=@=GIn27GIn

3.00 =
*k %k
2.50 = *
2.00 4
1.50 4 -
1.00 I 1 "
%
0.50 = g
0.00 . . .
1 2 3

Tempo (minutos)



Resultados 44

3.00 =
2.50 « *

2.00 =

== Glu27Glu

1.50 =
=@=GIn27GIn

1.00 = I— — ‘I*

0.50 =

CVA (unidades)
(variacao absoluta)

0.00 T T ]
1 2 3

Tempo (minutos)

Figura 13. Variagdo absoluta de fluxo sanglineo muscular (FSM, Painel A) e condutancia
vascular no antebrago (CVA, Painel B) durante o estresse mental em individuos portadores
da variante Glu27Glu e da forma GIn27GIn no receptor B2-adrenérgico, antes do consumo da
preparacao rica em gordura. * P < 0,05 (versus basal); @ P < 0,05 (versus grupo)
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Figura 14. Variagéo absoluta da presséo arterial média (PAM) durante o estresse mental em
individuos portadores da variante Glu27Glu e da forma GIn27GIn no receptor 32-adrenérgico,
antes do consumo da preparagao rica em gordura. * P < 0,05 (versus basal).
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Figura 15. Variagdo absoluta da frequéncia cardiaca (FC) durante o estresse mental em
individuos portadores da variante Glu27Glu e da forma GIn27GIn no receptor [B2-adrenérgico,
antes do consumo da preparagao rica em gordura. * P < 0,05 (versus basal).
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4.2.2. INFLUENCIA DA INGESTAO DA PREPARAGAO RICA EM GORDURA NO GRUPO

GLU27GLU

A ingestdo rica em gordura nd@o alterou os valores de repouso do fluxo
sanguineo muscular, condutancia vascular no antebrago, pressao arterial média e frequéncia

cardiaca no grupos Glu27Glu (Tabela 6).

Tabela 6. Dados hemodinamicos obtidos em repouso antes e apos o0 consumo da preparagéo
rica em gordura dos grupos que apresentam as formas Glu27Glu e GIn27GIn no receptor

receptor B—adrenérgico.

Glu27Glu GIn27GIn
Variavel
Antes Apos P Antes Apos P
FSM (mUmin/100m)  2,2+0,1 23+0,3 0,75 20+£0,1 20x01 0,97
CVA (unidades) 24+01 26%04 0,56 21+£01 22%0,2 0,45
PAM (mmHg) 93+3 89+2 0,43 96 +2 90+3 0,09
FC (bpm) 684 73+4 0,42 66 + 1 72+2 0,06

Os niveis de fluxo sanglineo muscular e de condutancia vascular no
antebrago do grupo Glu27Glu aumentaram significativamente durante estresse mental, apos
consumo elevado de gordura. Houve uma diminuicdo significativa dos niveis de fluxo
sanguineo muscular e de condutancia vascular no antebrago do grupo Glu27Glu quando
comparados aqueles encontrados no periodo anterior ao consumo da preparagao rica em

gordura (Figuras 16 A e B, Grupo, P=0,05 e P=0,03, respectivamente).

A pressao arterial média aumentou progressiva e significativamente durante
a manobra de estresse mental no grupo Glu27Glu, apds consumo de gordura (Figura 17) e
este aumento foi semelhante ao encontrado antes do consumo da preparagdo rica em

gordura. A frequéncia cardiaca também aumentou significativamente durante o estresse
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mental no grupo Glu27Glu (Figura 18). No entanto, ndo houve diferengca do aumento de

frequéncia cardiaca encontrado anteriormente.
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Figura 16. Variagéo absoluta de fluxo sangiineo muscular (FSM, Painel A) e condutancia
vascular no antebrago (CVA, Painel B) durante o estresse mental em individuos portadores
da variante Glu27Glu no receptor 2-adrenérgico antes e apos consumo da preparagao rica
em gordura. * P < 0,05 (versus basal); T (versus pré consumo).
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Figura 17. Variagéo absoluta da presséo arterial média (PAM) durante o estresse mental em
individuos portadores da variante Glu27Glu no receptor 2-adrenérgico antes e 3 horas apés
consumo da preparagao rica em gordura. * P < 0,05 (versus basal)
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Figura 18. Variagéo absoluta da frequiéncia cardiaca (FC) durante o estresse mental em
individuos portadores da variante Glu27Glu no receptor 32-adrenérgico antes e 3 horas apds
consumo da preparagao rica em gordura. * P < 0,05 (versus basal)
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4.2.3. INFLUENCIA DA INGESTAO DA PREPARAGAO RICA EM GORDURA NO GRUPO

GLN27GLN

A ingestdo rica em gordura nd@o alterou os valores de repouso do fluxo
sanguineo muscular, condutancia vascular no antebrago, pressao arterial média e frequéncia

cardiaca no grupos GIn27GlIn (Tabela 6).

Os niveis de fluxo sanguineo muscular e de condutancia vascular no
antebrago do grupo GIn27GIn aumentaram significativamente durante estresse mental apos
consumo elevado de gordura. Os niveis de fluxo sanguineo muscular e de conduténcia
vascular no antebrago do grupo GIn27GIn foram semelhantes aqueles encontrados no

periodo anterior ao consumo da preparagao rica em gordura. (Figuras 19 A e B).

A pressao arterial média aumentou progressiva e significativamente durante
a manobra de estresse mental no grupo GIn27GIn, apds consumo de gordura (Figura 20) e
este aumento foi semelhante ao encontrado antes do consumo da preparagédo rica em
gordura. A frequéncia cardiaca também aumentou significativamente durante o estresse
mental no grupo GIn27GIn (Figura 21) e ndo houve diferenca do aumento de frequéncia

cardiaca encontrado anteriormente.
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Figura 19. Variagao absoluta de fluxo sanguineo muscular (FSM, Painel A) e da conduténcia
vascular no antebrago (CVA, Painel B) durante o estresse mental em individuos portadores
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da forma GIn27GIn no receptor B2-adrenérgico antes e 3 horas apos consumo da preparagao
rica em gordura. * P < 0,05 (versus basal)
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Figura 20. Variagéo absoluta da presséo arterial média (PAM) durante o estresse mental em
individuos portadores da forma GIn27GIn no receptor B2-adrenérgico antes e 3 horas apos
consumo de preparagao rica em gordura. * P < 0,05 (versus basal)
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Figura 21. Variagdo absoluta da frequéncia cardiaca (FC) durante o estresse mental em
individuos portadores da forma GIn27GIn no receptor B2-adrenérgico antes e 3 horas apos
consumo da preparagao rica em gordura. * P < 0,05 (versus basal)

4.2.4. PERIODO POSTERIOR A INGESTAO DA PREPARAGAO RICA EM GORDURA —

COMPARAGAO ENTRE 0S GRUPOS GLU27GLU E GLN27GLN

Apos a ingestao da preparagao rica em gordura, observamos que a diferenga
inicial existente no fluxo sanguineo muscular e na condutancia vascular no antebrago durante
0 estresse mental entre os grupos Glu27Glu e GIn27GIn n&o foi mais verificada (Figuras 22 A

e B).

Os parametros hemodinamicos analisados pelos deltas da pressao arterial
média (Figura 23) e frequéncia cardiaca (Figura 24) também n&o foram diferentes entre os
portadores da variante Glu27Glu e da forma GIn27GIn durante estresse mental, apds o

consumo da preparagao rica em gordura.
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Figura 22. Variagdo absoluta de fluxo sanguineo muscular (Painel A) e da conduténcia
vascular (Painel B) durante o estresse mental em individuos portadores da forma natural e da
variante polimdrfica no receptor 2-adrenérgico apds ingestéo de gordura.
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Figura 23. Variagéo absoluta da presséo arterial média (PAM) durante o estresse mental em
individuos portadores da forma GIn27GIn e da variante Glu27Glu no receptor B2-adrenérgico,
apds consumo de preparagao rica em gordura.
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Figura 24. Variagdo absoluta da pressdo arterial média (Painel A) e frequéncia cardiaca
(Painel B) durante o estresse mental em individuos portadores da forma GIn27GIn e da
variante Glu27Glu no receptor 32-adrenérgico, apos consumo da preparagao rica em gordura.
* P < 0,05 (versus grupo).

4.3. TESTE DE DIFICULDADE DO ESTRESSE MENTAL

A
P=0.33

B Glu27Glu
H GIn27GIn

NE PE E MME



Resultados 56

P=0.7

B Glu27Glu
H GIn27GIn
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Figura 25. Distribui¢do do grau de dificuldade durante o estresse mental antes (Painel A) e
apoés (Painel B) o consumo da preparagao rica em gordura entre individuos portadores da
variante Glu27Glu e da forma GIn27GIn no receptor 32-adrenérgico. NE=nao estressante,
PE=pouco estressante, E=estressante, ME=muito estressante, MME=muito, muito
estressante

4.4. EXAMES LABORATORIAIS

Os resultados de colesterol total e fragdes, triglicérides, glicose e insulina
antes e ap6s o consumo agudo de gordura, nos grupos com e sem o polimorfismo, séo

mostrados na Tabela 7.

A avaliagdo bioquimica mostrou que os grupos portadores da variante
Glu27Glu e da forma GIn27GIn tiveram um aumento significativo do colesterol total (P< 0,001,
P=0,002, respectivamente) e triglicérides (P< 0,001, P< 0,001, respectivamente) apds o
consumo da preparagao rica em gordura. Houve uma diminuigéo significativa da glicose trés
horas apos a ingestdo da preparagéo rica em gordura no grupo Glu27Glu (p=0,004) e uma
forte tendéncia a diminuigdo no grupo GIn27GIn (p=0,06). O HDL-colesterol diminuiu

significativamente apenas no grupo GIn27GIn (p=0,02).
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A variagdo percentual das analises bioquimicas nos grupos Glu27Glu e
GIn27GIn pode também ser observada na tabela 7. Observamos que ndo houve diferenga
entre os grupos na variagdo percentual dos triglicérides, glicose e insulina, apés o consumo
agudo de gordura. O colesterol total teve um aumento percentual mais significativo no grupo
Glu27Glu (p=0,007) e o HDL-colesterol apresentou uma queda percentual mais significativa

no grupo GIn27GIn (p=0,04).

Tabela 7. Dados bioquimicos antes e ap6s ingestdo de gordura dos grupos que apresentam

as formas Glu27Glu e GIn27GIn no receptor receptor B2—adrenérgico.

ix Pos- 0
Variavel Grupo Basal prandial P A% P

Colesterol  Glu27Glu 16812  182+13  <0,001 81

0,007
(mg/dL) GIn27GIn 1839 19049 0,002 4+1
LDL- Glu27Glu 98+10 93+11 0,18 -7+4
colesterol 0,84
(mgldL) GIn27GIn 11017 10148 0,12 -8+5
HDL- Glu27Glu 51+3 52+3 0,4 1+2
colesterol 0,04
(mg/dL) GIn27GIn 53+5 51%5 0,02 -3+1
VLDL- Glu27Glu 19+3 42+7 < 0,001 134429
colesterol 0,64
(mgldL) GIn27GIn 20+2 42+5 < 0,001 118+13
Triglicérides Glu27Glu 96+15 208+33 < 0,001 134429 0.64

(mg/dL) GIn27GIn 98411 209+23  <0,001 118413
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Glicose
(mg/dL)

Insulina
(LU/mL)

Glu27Glu
GIn27GIn
Glu27Glu
GIn27GlIn

10+3
0,27
-6+3
42+40
0,60
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5. DISCUSSAO

Os principais achados do presente estudo s&o:

o Os portadores da variante polimérfica glutamina—acido glutdmico no
coédon 27 do receptor Po-adrenérgico tém resposta vasodilatadora

muscular aumentada durante o exercicio fisico e 0 estresse mental;

o A ingestdo aguda de gordura elimina a diferenga da resposta
vasodilatadora durante as duas manobras fisioldgicas nos portadores de

polimorfismo.

5.1. INFLUENCIA DO POLIMORFISMO NA RESPOSTA VASODILATADORA

Estudo recente do nosso laboratério mostrou que mulheres obesas
portadoras de mutagéo no receptor Bo—adrenérgico tém fungéo vascular aumentada quando
comparadas com mulheres obesas sem polimorfismo no receptor Bo—adrenérgico 20. Neste
estudo, ficou evidenciado que mulheres obesas homozigotas Gly16/Glu27 apresentam maior
vasodilatagdo comparativamente a forma natural Arg16/GIn27 durante o exercicio fisico e o
estresse mental e que essa funcionalidade &, de fato, dependente do receptor B2—adrenérgico

ja que a administragé@o na artéria braquial de propranolol eliminou a resposta vasodilatadora
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exacerbada nos individuos Gly16/Glu27. O presente estudo amplia esses resultados para
individuos ndo obesos e de ambos os sexos, sendo, portanto, mais representativo da
populagédo geral. Outros investigadores ja& haviam analisado o comportamento de variantes
polimérficas dos receptores [o-adrenérgicos na resposta vascular, frente a agdo de
diferentes agonistas. A infusdo intra-arterial ou venosa de isoproterenol provocou uma maior
respota vasodilatadora no antebrago e veia dorsal da méo de individuos homozigotos Glu27,
comparativamente aos homozigotos para a forma natural GIn27. Esta diferenga foi atribuida
ao nivel de fluxo sanguineo basal aumentado em individuos Glu27 8. No presente estudo, o
fluxo sanguineo basal néo foi diferente entre os individuos portadores de polimorfismo e sem
a variante geneética, evidenciando que o maior fluxo muscular durante as manobras
fisiolégicas em individuos com a variante polimérfica foi, de fato, em fungdo de uma maior
reatividade vascular. No estudo de Trombetta e cols. 2, os niveis basais de fluxo sanguineo
também eram semelhantes entre os grupos. Além disso, o codon 27 mostrou ser o
responsavel por esta alteragdo em funcionalidade vascular. O menor fluxo sanguineo
conferido as mulheres homozigotas GIn27 foi independente da mutagdo que codifica o
aminoéacido no codon 16. Dai a nossa escolha em estudar individuos homozigotos Glu27. A
influéncia de haplétipos no gene que codifica para o receptor Bo—adrenérgico na resposta
vascular foi também verificada por outros investigadores. Mostrou-se que durante um
estimulo exégeno provocado pela administragdo de isoproterenol, individuos homozigotos
Glu27 tiveram uma resposta aumentada ao farmaco comparativamente aos homozigotos
GIn27, independente do aminoacido na posi¢do 16. Adicionalmente, os individuos com a
variante polimérfica Gly16 mostraram maior resisténcia a dessensibilizagéo, néo estando esta

relacionada com o amino&cido da posigdo 27. Os individuos homozigotos Arg16 e GIn27
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tiveram uma dessensibilizagdo ainda maior, mediada pelo agonista, demonstrando a

importancia da analise conjunta dos haplétipos °.

O aumento encontrado no fluxo sanguineo muscular em individuos que
possuem a variante polimérfica ndo pode ser explicado por qualquer outro ajuste
hemodindmico. A resposta da frequéncia cardiaca, principal componente de aumento do
débito cardiaco durante exercicio isométrico ou estresse mental 83, foi semelhante entre os
grupos. Da mesma forma, a resposta de pressao arterial foi semelhante entre os individuos
homozigotos, independente da variante polimérfica, durante as duas manobras fisiolégicas.
Além disso, a condutancia vascular no antebrago, que é dependente dos niveis de fluxo
sanguineo e da pressdo arterial, estava significativamente aumentada nos individuos Glu27.
O comportamento da pressao arterial semelhante entre os grupos evidencia que o maior fluxo
sanguineo nos individuos com polimorfismo no receptor B2—adrenérgico no codon 27 &, de

fato, devido a essa mutagéo que ocorre naturalmente na populagao.

5.2. INFLUENCIA DA INGESTAO AGUDA DE GORDURA NA RESPOSTA VASODILATADORA DE

INDIVIDUOS COM POLIMORFISMO

O impacto de uma ingestdo aguda de gordura na fungéo vascular tem sido
objeto de muitas investigagdes. Para alguns, ela provoca alteragdes expressivas no vaso
sanglineo, o que parece estar diretamente relacionado ao aumento de insulina ou
triglicérides plasmaticos. Se por um lado a ingestdo elevada de gordura pode aumentar a
concentragao plasmatica de insulina, o que potencializa o efeito vasodilatador tanto em vasos
de condugdo como em vasos de resisténcia 75, por outro lado, a elevagao plasmatica de

triglicérides diminui as particulas de LDL-colesterol, tornando-as mais vulneraveis a oxidagéo
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e, com isso, atenua a capacidade das células endoteliais em gerar Oxido nitrico pela redugéo
na atividade da enzima éxido nitrico sintase %. Paralelamente a este efeito, ocorre um
aumento da sintese de espécies reativas de oxigénio e um desbalango entre componentes
oxidantes e antioxidantes em favor do primeiro, provocando o estresse oxidativo e prejuizo ao

funcionamento do endotélio 3.

Em nossa investigagéo, a ingestdo aguda de gordura ndo provocou mudanga
no fluxo sanguineo basal e na resposta vasodilatadora no grupo com a forma GIn27GlIn no
receptor B2-adrenérgico. No grupo com a variante Glu27Glu, ela provocou diminuigdo na
vasodilatagdo muscular durante o exercicio e o estresse mental. Os mecanismos pelos quais
a ingesté@o aguda de gordura alterou essa resposta no grupo com polimorfismo estéo fora do
escopo da presente investigagdo. Contudo, € possivel sugerir que 0 grupo com a variante
Glu27Glu apresente uma sintese mais expressiva de Oxido nitrico, 0 que aumentaria a
susceptibilidade do endotélio & agdo de agentes agressores. Isto poderia explicar a maior
reducdo na resposta vasodilatadora do grupo que apresenta a forma Glu27Glu no receptor
B2-adrenérgico durante o exercicio € o estresse mental. Neste momento, poder-se-ia
questionar sobre as evidéncias da modulagéo do receptor B2—adrenérgico na vasodilatagéo
endotélio-dependente 8. Estudo recente mostrou que a administragdo de salbutamol, um
agonista de receptores Bo—adrenérgicos, provocou vasodilatagdo mediada por ¢xido nitrico
endotelial em ratos conscientes 85. Em humanos, Dawes e cols. verificaram que a associagdo
de L-NMMA com isoproterenol ou salbutamol restringiu a resposta vasodilatadora muscular, o
que néo foi observado quando L-NMMA foi administrado em associa¢do com nitroprussiato,
verapamil ou prostaciclina 86. Além disso, esses autores constataram que a administragéo
com salbutamol provocou uma vasodilatagdo muito maior do que a administracdo de

dobutamina. Estes resultados, portanto, mostram que: 1) a vasodilatagdo muscular em
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humanos depende muito mais da estimulagéo dos receptores Bo—adrenérgicos do que dos
receptores +—adrenérgicos e 2) os receptores [B2-adrenérgicos tém um papel importante na
vasodilatagdo endotélio-dependente. Numa outra investigagdo ficou evidenciado que a
ativagao do receptor B2 de células endoteliais da veia umbilical in vitro estimulou a produgéo
de oxido nitrico com conseqente relaxamento do vaso &. Neste caso, a estimulagéo do B2 e
0 aumento do AMPc pela adenilato-ciclase teriam levado ao aumento na produgéo de dxido
nitrico pelo sistema L-arginina/NOS. Em termos de resposta, estima-se que 25% da
vasodilatagdo muscular endotélio-dependente em humanos € devido a estimulagédo do
receptor B2-adrenérgico, uma vez que a infus@o de ritodrina (B2 agonista) associada ao L-
NMMA diminuiu em 25% a vasodilatagdo muscular 8. Os nossos resultados sugerem que em
individuos com a forma Glu27Glu a produgdo de oOxido nitrico, via estimulagdo do receptor

B—adrenérgico, € muito mais expressiva do que em individuos com a forma GIn27GIn.

E pouco provavel que a diferenca de resposta vasodilatadora apresentada
entre 0s grupos, apds o consumo da preparagao rica em gordura, esteja associada com as
alteragdes dos niveis de insulina e triglicérides plasmaticos. Os niveis basais de insulina e
triglicérides e 0 aumento nesses parametros provocados pela ingestdo de gordura foram

semelhantes entre os grupos Glu27Glu e GIn27GlIn.

Outro aspecto que poderia ser levantado para explicar a diminui¢do da
resposta vasodilatadora apos o consumo de gordura durante o protocolo de estresse mental
em individuos com a variante Glu27Glu, seria uma familiarizagdo desses individuos ao
estresse mental. Este argumento, no entanto, parece pouco sustentavel, porque o nivel de

percepcao de estresse foi semelhante entre os individuos com e sem a variante polimérfica.



Discussao 66

O mesmo argumento poderia ser utilizado na manobra de exercicio isométrico, pois a forga

de contragéo voluntaria maxima foi semelhante entre os grupos Glu27Glu e GIn27Gln.

Finalmente, poder-se-ia levantar a possibilidade de que a diferenca da
resposta vasodilatadora apresentada entre os grupos, durante as manobras fisiologicas de
exercicio isométrico e estresse mental, foi devido a resposta de débito cardiaco ou presséo
de perfusdo e ndo necessariamente a resposta vascular. Este ndo € o caso porque as
respostas de frequéncia cardiaca e presséo arterial foram semelhantes entre os grupos. Além
disso, os resultados de condutancia vascular foram diferentes entre os individuos com as

formas Glu27Glu e GIn27GlIn no receptor B2-adrenérgico.

5.3. IMPLICAGOES CLINICAS E PERSPECTIVAS

Os presentes resultados reforgam a influéncia de uma variante genética que
ocorre naturalmente na populagdo na alteracdo da fungdo vascular durante manobras
fisiologicas. Além disso, eles abrem perspectivas para uma melhor compreenséo da fungéo
vascular em humanos. Algumas delas dizem respeito a um menor risco de doengas
cardiovasculares e a influéncia de uma variante genética em fatores que potencialmente
alteram este risco. Neste contexto, poderiamos imaginar um menor impacto frente a alguns
componentes da dieta que, em grande quantidade, podem sabidamente alterar a resposta

vascular como € o caso da gordura.

Ao contrario do que poderia ser esperado em nossa investigagao, o impacto
da ingestdo aguda de gordura foi maior nos individuos com a forma Glu27Glu no receptor -

adrenérgico. Estes resultados tém duas implicagbes a serem esclarecidas. Primeiro, esta
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resposta néo significa necessariamente que individuos com a variante Glu27Glu no receptor
B-adrenérgico tém um risco aumentado & sobrecarga aguda de gordura, uma vez que a
reducdo na resposta vasodilatadora os igualou aos individuos que apresentavam a forma
GIn27GIn nesse receptor. Ao contrario, a melhor fungdo vascular parece sugerir que
individuos com a variante polimérfica na posi¢éo 27 do receptor 32—adrenérgico possam ser
menos susceptiveis a eventos cardiovasculares ao longo da vida. Segundo, eles podem
explicar algumas controvérsias entre estudos que mostram diminui¢do, néo alteragéo ou até

aumento da resposta vasodilatadora ap6s ingestdo aguda de gordura em humanos.

Os resultados do presente estudo se limitaram a ingestao aguda de gordura.
Além disso, a presente investigacao foi realizada em individuos saudaveis, sem nenhum fator
de risco associado. Portanto, nés ndo sabemos o resultado de uma agresséo cronica de dieta
rica em gordura em individuos com e sem a variante Glu27Glu no receptor 32—adrenérgico e
se algum fator de risco associado modificaria a resposta vascular destes individuos,
comparativamente aqueles que apresentam a forma GIn27GIn. Estes aspectos trazem a tona

a necessidade de continuidade de investigagdes nessa area do conhecimento.

Esses achados permitem uma maior compreensdo sobre as complexas
interagbes existentes entre genes e meio ambiente, aqui exemplificado pelo consumo de
dietas ricas em gordura tipico das sociedades ocidentais modernas € o seu impacto

diferencial na fungéo vascular, dependente de variantes genéticas.
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6. CONCLUSOES

6.1.

6.2.

Individuos magros e saudaveis com a presen¢a do acido glutdmico na forma
homozigota do cédon 27 (Glu27Glu) do receptor Po—adrenérgico apresentam
resposta vasodilatadora muscular aumentada durante o exercicio isométrico e
estresse mental quando comparados com individuos com a presenga da glutamina

na mesma posi¢ao (GIn27GIn)

O consumo agudo de gordura diminui a resposta vasodilatadora muscular de
individuos magros e saudaveis com a presen¢a do &cido glutdmico na forma
homozigota do cédon 27 (Glu27Glu) do receptor Bo—adrenérgico durante exercicio
isométrico e estresse mental, comparativamente aqueles que apresentam a

glutamina na mesma posig¢ao (GIn27Gln)
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7.1. DADOS ORIGINAIS

Tabela 8 — Dados antropométricos dos individuos com genétipo Glu27Glu

N Idade (anos) Peso (kg) Altura (m) IMC (kg/m?)
1 36 85 1,80 26
2 26 78 1,76 25
3 37 64 1,87 18
4 51 57 1,68 20
5 45 56 1,63 21
6 46 57 1,54 24
7 32 68 1,70 24
8 41 60 1,57 24
9 52 70 1,72 24
10 37 54 1,56 22

—_
—_

35 69 1,67 25
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Tabela 9 — Dados antropométricos dos individuos com genétipo GIn27GlIn

N Idade (anos) Peso (kg) Altura (m) IMC (kg/m?)

1 32 62 1,62 24

2 49 73 1,69 26

3 30 80 1,83 24

4 44 65 1,58 26

5 43 63 1,60 25

6 39 58 1,48 26

7 46 55 1,58 22

8 45 63 1,56 26

9 45 59 1,64 22

10 34 54 1,54 23

11 30 65 1,83 19

12 48 64 1,64 24

13 34 70 1,80 22

14 35 70 1,67 25

Tabela 10 - Lipides séricos dos individuos com gendtipo Glu27Glu pré e pos consumo agudo

de gordura

\ ( I;I.gG/ JL) (I;I]':/;:L) ( :J JL) ( n(l:g.,:u LD1L c LD2L c HD1L c HD2L c
(mgldL)  (mg/dL) (mg/dL) (mgl/dL)

1 197 458 170 191 91 108 40 39

2 153 244 232 244 154 150 47 45

3 72 114 145 155 97 96 34 36

4 58 155 153 165 88 81 53 53

5 90 128 185 202 112 120 55 56

6 116 319 221 233 143 114 55 55

7 128 274 198 221 124 116 48 50

8 90 142 187 197 100 96 69 73

9 76 198 132 143 48 35 69 68

10 36 175 114 121 60 42 47 44

1 39 84 1M1 125 60 60 43 48




Anexos

73

Tabela 11 - Lipides séricos dos individuos com gendtipo GIn27GIn pré e pos consumo agudo

de gordura

N 161 162 CTH CT2 LD1L-c LD2L-c HD1L-c HD2L-c
(mgl/dL)  (mg/dL) (mg/dL) (mgl/dL) (mgldl) (mg/dL) (mg/dl) (mgidL)

1 155 392 190 203 115 82 44 43

2 130 197 235 241 171 164 38 38

3 89 273 190 198 126 96 46 47

4 167 310 223 235 147 133 43 40

5 81 169 184 181 113 94 55 53

6 95 173 157 170 94 93 44 42

7 72 140 161 164 72 68 7 68

8 48 80 122 127 69 67 43 44

9 56 148 218 241 112 115 95 96

10 60 155 168 182 109 103 47 48

1" 62 180 154 152 102 78 40 38

12 113 235 214 210 123 98 68 65

13 163 321 148 160 80 64 35 32

14 82 157 193 201 107 157 70 66

Tabela 12 - Glicose e Insulina plasméticas dos individuos com genétipo Glu27Glu pré e pos
consumo agudo de gordura

N Glicose 1 Glicose 2 Insulina 1 Insulina 2
(mgl/dL) (mgl/dL) (mgl/dL) (mgldL)

1 86 81 2,3 2,3

2 85 75 7.4 7,3

3 85 7 3,6 3.9
4 80 73 2,3 2,4

5 85 90 53 55

6 91 93 3,2 17,0
7 88 68 6,2 74

8 97 81 8,1 3,6

9 81 66 6,2 58
10 86 69 4,5 7.1
1 89 82 9,0 9,0
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Tabela 13 - Glicose e Insulina plasméticas dos individuos com genétipo GIn27GIn pré e pds
consumo agudo de gordura

N Glicose 1 Glicose 2 Insulina 1 Insulina 2
(mgl/dL) (mgl/dL) (mgl/dL) (mgl/dL)

1 92 80 SH SH

2 91 7 8,2 53

3 84 69 SH SH

4 105 83 8,9 1,7
5 89 85 3.7 12,9
6 93 93 3,5 10,9
7 84 85 7.1 14,8
8 81 84 10,1 1.1
9 87 90 SH SH
10 80 67 8,7 4,2
1 91 98 5,7 11,5
12 93 7 1.7 7,6
13 97 105 5,6 14,6
14 86 85 7,1 5,2

SH = soro hemolisado

Tabela 14 - Dados basais da presséo arterial média (PAM) e da frequéncia cardiaca dos
individuos portadores do genétipo Glu27Glu pré e pds consumo agudo de gordura

N PAM1 (mmHg) PAM2 (mmHg) FC1 (bpm) FC2 (bpm)
1 107 89 65 72
2 97 90 58 64
3 85 92 61 54
4 98 90 65 73
5 91 81 88 87
6 104 96 96 89
7 81 76 64 70
8 83 85 71 80
9 92 88 56 57
10 82 80 64 76
1" 86 80 65 59
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Tabela 15 - Dados basais da presséo arterial média (PAM) e da freqUéncia cardiaca dos
individuos portadores do genétipo GIn27Gln pré e pds consumo agudo de gordura

N PAM1 (mmHg) PAM2 (mmHg) FC1 (bpm) FC2 (bpm)
1 102 95 64 72
2 99 107 62 68
3 85 93 67 71
4 95 80 70 79
5 81 68 69 77
6 91 81 71 68
7 98 94 70 77
8 85 84 60 71
9 92 83 71 78
10 98 101 64 66
1" 97 84 69 72
12 87 81 67 71
13 92 92 57 60
14 105 93 57 55

Tabela 16 — Dados basais do fluxo sangiineo muscular (FSM) e da condutancia vascular do
antebrago (CVA) dos individuos portadores do genétipo Glu27Glu pré e pés consumo agudo

de gordura
N (mlllr:nsirm‘:mg) (mlllr:nsirmzoo a) CVA1 (unidade)  CVAZ2 (unidade)
1 2,5 2.3 2.3 26
2 2,0 2,6 20 29
3 1,6 1,8 18 20
4 2,1 2.4 22 26
S 2,7 29 3.0 3.6
6 29 3,0 2.8 3.2
7 1,8 2.1 2.3 28
8 2,1 17 25 2.0
9 2,3 1,8 25 20
10 16 18 19 29
11 2,2 15 25 19
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Tabela 17 - Dados basais do fluxo sanguineo muscular (FSM) e da condutancia vascular do
antebrago (CVA) dos individuos portadores do genétipo GIn27GIn pré e pés consumo agudo

de gordura
N FSM1 FSM2 CVA1 CVA2
(ml/min/100g) (ml/min/100g) (unidade) (unidade)
1 2,3 2,1 2,3 2,2
2 2,3 1.9 2,3 1,8
3 1,1 1,2 1,2 1,2
4 2,1 2,2 2,2 2,7
3 2,1 2,7 2,6 4,1
6 1,6 1,7 1.9 2,0
7 2,5 2,6 2,5 2,8
8 2,4 2,0 2,5 2,0
9 2,0 2,1 2,2 2,6
10 1,6 1,7 1,8 21
1 2,2 2,0 2,2 2,4
12 2,4 2,8 2,5 3,2
13 1,7 2,0 1.8 2,2
14 2,1 1,6 2,0 1,7

Tabela 18 - Fluxo sanguineo muscular (FSM) e condutancia vascular do antebrago (CVA)
durante o exercicio isométrico em individuos portadores do genétipo Glu27Glu, pré consumo

de gordura
N FSM (ml/min/100ml) CVA (ml/min/100ml)
1 min 2 min 3 min 1 min 2 min 3 min

1 4,0 4,1 3.8 3.6 3.4 3.2
2 2,6 24 2,2 3,1 2,6 24
3 2,3 2,5 28 2,3 28 3.6
4 3.9 4,6 4,5 3.2 3.9 4,1
5 3.2 3.5 3.8 3.2 3.7 4,1
6 4,5 44 4,3 3.8 3.9 3.6
7 24 24 2,3 29 29 2,7
8 2,7 3.2 3.4 3,0 3,2 3,6
9 2,6 2,5 2,7 2,9 2,8 2,6
10 1,6 1,8 2,0 1,7 1,5 2,1
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1

3,7

2,8

2,0

4,1

3.2

1,9

Tabela 19 - Fluxo sanguineo muscular (FSM) e condutancia vascular do antebrago (CVA)
durante o exercicio isométrico em individuos portadores do genétipo Glu27Glu, pds consumo

de gordura
FSM (ml/min/100mI) CVA (ml/min/100ml)
N 1 min 2 min 3 min 1 min 2 min 3 min
1 3,0 2,9 2,8 3,0 2,7 2,6
2 3,6 2,1 2,2 4,0 2,0 1,8
3 2,0 2,3 24 2,3 2,1 2,3
4 2,6 3.2 3.6 25 3,0 3.3
5 53 54 5.2 6,0 58 59
6 3.8 3.8 4,1 3.2 3.5 4,0
7 1.9 24 3,0 2,3 3,0 3.6
8 2,5 2,8 2,5 3,0 3,1 2,7
9 2,2 2,1 2,1 2,4 2,1 2,0
10 1,7 24 24 2,0 2,8 29
1" 2,0 1,4 1,4 2,0 1,4 1,3

Tabela 20 - Fluxo sanguineo muscular (FSM) e condutancia vascular do antebrago (CVA)
durante o exercicio isométrico em individuos portadores do genétipo GIn27GIn, pré consumo

de gordura
N FSM (ml/min/100mI) CVA (ml/min/100ml)
1 min 2 min 3 min 1 min 2 min 3 min

1 2,6 2,6 2,5 2,7 2,3 2,1
2 25 2,7 3,0 24 25 2,7
3 1,0 1.1 1,0 1,2 1,1 0,9
4 1,8 1,8 1,8 1.9 1,7 1,7
5 3,1 3,1 3,1 3.4 3.3 3.4
6 2,2 2,2 2,6 2,5 2,3 29
7 21 2,2 2,8 2,0 2,1 25
8 2,3 2,7 2,7 2,2 2,7 2,7
9 29 3.5 3.3 2,7 3.4 3,1
10 2,0 2,3 2,3 2,3 2,6 25
1" 3,2 3,0 2,7 3.4 2,8 2,2
12 2,8 3,1 3,5 2,7 29 3,1
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13 2,3 2,3 2,6 2,3 1,9 1,9
14 2,0 2,0 2,1 1,8 1,7 1,6

Tabela 21 - Fluxo sanguineo muscular (FSM) e condutancia vascular do antebrago (CVA)
durante o exercicio isométrico em individuos portadores do genétipo GIn27GIn, pds consumo
de gordura

N FSM (ml/min/100ml) CVA (ml/min/100ml)
1 min 2 min 3 min 1 min 2 min 3 min

1 25 1,2 1,6 2,3 1,2 1,3
2 25 2,6 3.3 24 24 3,1
3 1,0 1,6 1,0 1,7 0,9 1,2
4 1,8 2,1 2,3 2,2 24 2,7
5 3.4 3.1 3.3 53 3.9 4,2
6 1.9 1.9 24 2,4 2,0 2,6
7 2,2 2,0 24 2,3 2,0 2,3
8 2,2 2,0 2,0 2,2 2,2 2,2
9 41 3,8 4,0 4,5 4,2 3.9
10 2,3 2,3 2,3 25 2,3 2,2
1" 2,0 2,2 1,7 2,2 2,0 1,5
12 2,8 3,1 3.5 3,1 2,7 2,6
13 3.4 2,7 1,8 3,6 2,4 1,5
14 1.4 1,5 1,7 1,3 1,3 1,7

Tabela 22 - Pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (CVA) durante o exercicio
isométrico em individuos portadores do genotipo Glu27Glu, pré consumo de gordura

PAM (mmHg) FC (bpm)
1 min 2 min 3 min 1 min 2 min 3 min
1 111 122 118 75 73 65
2 83 94 94 65 66 "
3 97 91 80 77 78 61
4 122 117 110 79 86 73
5 99 96 94 91 94 98
6 119 112 118 105 114 111
7 83 84 87 68 69 4
8 89 101 96 75 78 79
9 89 92 104 57 62 73




Anexos

10 N 91 94 70 70 75
11 90 89 101 75 73 74

Tabela 23 - Presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (CVA) durante o exercicio
isométrico em individuos portadores do genotipo Glu27Glu, pds consumo de gordura

N PAM (mmHg) FC (bpm)
1 min 2 min 3 min 1 min 2 min 3 min

1 100 108 108 80 78 78
2 88 103 121 71 69 71
3 88 107 101 60 61 65
4 107 108 108 75 87 78
5 87 92 87 92 93 101
6 117 110 102 100 94 91
7 85 81 84 66 71 76
8 84 91 93 88 86 83
9 89 100 108 68 71 64
10 88 86 79 84 92 79
11 100 100 109 68 65 68

Tabela 24 - Presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (CVA) durante o exercicio
isométrico em individuos portadores do genétipo GIn27GIn, pré consumo de gordura

N PAM (mmHg) FC (bpm)
1 min 2 min 3 min 1 min 2 min 3 min

1 98 110 120 67 66 70
2 106 107 110 64 64 67
3 86 104 113 70 71 75
4 91 105 104 76 78 79
5 93 94 91 73 76 85
6 107 104 108 72 73 77
7 107 103 110 68 70 70
8 87 94 91 66 66 73
9 86 90 91 76 87 83
10 105 101 101 65 72 72

—_
—_

94 106 121 76 76 87
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12 100 100 100 74 74 78
13 101 122 135 67 72 96
14 110 115 131 63 63 69

Tabela 25 - Presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (CVA) durante o exercicio
isométrico em individuos portadores do genétipo GIn27GIn, pds consumo de gordura

PAM (mmHg) FC (bpm)
1 min 2 min 3 min 1 min 2 min 3 min
1 106 106 124 85 74 74
2 106 106 108 73 73 72
3 92 112 121 72 72 83
4 83 89 85 84 85 80
5 63 81 78 82 83 87
6 92 90 101 72 72 76
7 96 99 104 67 69 70
8 77 95 91 80 79 80
9 90 100 103 88 93 95
10 102 105 105 74 80 80
11 92 112 112 79 85 83
12 86 105 119 77 81 81
13 95 112 121 70 75 75
14 107 118 99 57 63 64

Tabela 26 - Fluxo sanguineo muscular (FSM) e condutancia vascular do antebrago (CVA)
durante o estresse mental em individuos portadores do genotipo Glu27Glu, pré consumo de
gordura

FSM (ml/min/100ml) CVA (ml/min/100ml)

1 min 2 min 3 min 1 min 2 min 3 min
1 8,04 6,60 5,19 6,54 5,59 4,59
2 3,69 3,81 3,01 3,97 4,23 3,04
3 4,94 4,63 4,22 574 4,58 4,44
4 3,79 3,97 4,14 3,58 3,64 3,48
5 5,89 5,39 517 7,65 6,06 5,88
6 4,92 3,82 4,18 4,17 3,35 3,67
7 2,00 3,53 3,41 2,50 4,01 3,59
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8 2,95 3,83 3,76 2,71 4,07 4,04
9 2,77 2,64 2,79 3,42 2,90 2,85
10 3,98 5,7 5,83 4,06 5,48 9,95

Tabela 27 - Fluxo sanguineo muscular (FSM) e condutancia vascular do antebrago (CVA)
durante o estresse mental em individuos portadores do genétipo Glu27Glu, poés consumo de
gordura

N FSM (ml/min/100mI) CVA (ml/min/100ml)

1 min 2 min 3 min 1 min 2 min 3 min
1 3,80 3,47 3,05 4,04 3,21 2,90
2 3,44 3,33 2,77 3,95 3,66 3,22
3 3,09 2,67 2,26 3,03 2,57 2,40
4 5,28 3,44 3,48 5,39 3,25 3,55
5 8,17 6,50 7,15 8,69 6,57 7,77
6 3,20 3,42 3,00 3,27 3,60 2,91
7 2,20 3,30 3,33 2,37 3,33 3,36
8 2,13 2,91 3,05 2,15 3,20 3,32
9 2,53 2,34 2,66 2,66 2,69 2,86
10 3,90 4,04 3,13 4,29 3,74 3,01

Tabela 28 - Fluxo sanguineo muscular (FSM) e condutancia vascular do antebrago (CVA)
durante o estresse mental em individuos portadores do genétipo GIn27GIn, pré consumo de
gordura

N FSM (ml/min/100mI) CVA (ml/min/100ml)

1 min 2 min 3 min 1 min 2 min 3 min
1 6,21 4,70 4,19 6,27 4,23 3,43
2 4,50 4,14 4,97 3,98 3,66 4,44
3 2,48 3,17 2,64 2,70 3,45 2,81
4 1,91 1,43 2,13 2,03 1,46 2,20
5 2,59 3,51 3,60 2,70 3,86 4,24
6 2,11 2,44 2,50 2,37 2,80 2,94
7 3,05 4,03 4,92 2,46 3,91 4,73
8 2,02 2,62 2,32 1,76 2,08 1,92
9 3,01 4,13 4,63 3,10 3,86 4,54
10 2,24 2,35 2,49 2,64 2,76 2,62

—_
—_

2,71 3,49 3,31 2,68 3,17 3,28
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12 4,61 3,41 3,24 5,01 3,67 3,45
13 3,44 3,78 3,36 3,34 3,93 2,90
14 2,63 2,89 3,18 2,55 2,65 2,56

Tabela 29 - Fluxo sanguineo muscular (FSM) e condutancia vascular do antebrago (CVA)

durante o estresse mental em individuos portadores do genétipo Glu27Glu, poés consumo de

gordura

N FSM (ml/min/100mI) CVA (ml/min/100ml)

1 min 2 min 3 min 1 min 2 min 3 min
1 3,72 2,88 3,04 3,48 2,62 3,04
2 4,42 3,54 3,54 3,18 3,71 3,03
3 1,52 1,54 1,70 1,67 1,54 1,70
4 2,29 2,90 3,58 2,66 3,49 4,31
5 2,71 2,35 2,76 3,15 3,13 3,83
6 3,63 3,18 2,74 4,08 3,31 2,98
7 5,59 3,01 2,79 5,95 3,20 2,85
8 2,38 2,13 2,03 2,51 2,25 2,26
9 5,90 5,26 4,50 6,78 5,37 4,74
10 2,10 2,41 1,54 2,76 3,39 2,03
11 3,01 3,61 2,78 2,69 3,31 2,55
12 3,20 2,91 2,81 3,72 3,31 3,02
13 3,66 3,17 3,30 3,62 2,91 3,11
14 2,00 2,11 2,17 2,15 2,27 2,07

Tabela 30 - Presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (CVA) durante o estresse
mental em individuos portadores do genétipo Glu27Glu, pré consumo de gordura

PAM (mmHg) FC (bpm)
1 min 2 min 3 min 1 min 2 min 3 min
1 123 118 113 78 78 73
2 93 90 99 63 65 65
3 86 101 95 86 72 75
4 106 109 119 71 87 86
5 77 89 88 91 98 100
6 118 114 114 108 97 98
7 80 88 95 69 81 82
8 97 94 93 79 89 90
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10 98 104 98 76 80 82

Tabela 31 - Presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (CVA) durante o estresse
mental em individuos portadores do genétipo Glu27Glu, pés consumo de gordura

PAM (mmHg) FC (bpm)
N 1 min 2 min 3 min 1 min 2 min 3 min
1 94 108 105 67 69 68
2 87 91 86 70 67 65
3 102 104 94 93 87 88
4 98 106 98 73 89 81
5 94 99 92 17 94 94
6 98 95 103 88 90 89
7 93 99 99 70 81 88
8 99 91 92 90 92 90
9 95 87 93 65 63 61
10 91 98 104 60 71 78

Tabela 32 - Presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (CVA) durante o estresse
mental em individuos portadores do genétipo GIn27GIn, pré consumo de gordura

N PAM (mmHg) FC (bpm)
1 min 2 min 3 min 1 min 2 min 3 min

1 99 1M1 122 87 83 85
2 113 113 112 71 79 82
3 92 92 94 70 70 69
4 94 98 97 75 75 76
5 96 91 85 70 75 75
6 97 107 102 73 74 76
7 124 103 104 84 82 85
8 89 87 85 70 76 75
9 85 85 95 73 74 76
10 115 126 121 67 78 69

—_
—_

101 110 101 87 96 N
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12 92 93 94 73 69 70
13 103 107 116 7" 90 89
14 103 109 124 66 64 62

Tabela 33 - Presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (CVA) durante o estresse
mental em individuos portadores do genétipo GIn27GIn, pds consumo de gordura

N PAM (mmHg) FC (bpm)
1 min 2 min 3 min 1 min 2 min 3 min

1 107 110 100 89 77 87
2 120 119 17 7 83 82
3 91 100 100 83 79 79
4 86 83 83 80 81 77
5 86 75 72 7 77 77
6 87 98 95 71 73 70
7 94 94 98 76 72 73
8 89 96 92 77 90 7
9 76 71 76 79 77 82
10 95 106 110 69 69 70
11 112 109 109 82 83 80
12 86 88 93 74 74 72
13 101 109 106 101 109 106
14 93 93 105 58 60 60
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