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RESUMO

MELO, I. B. Efeito de polimorfismos genéticos do gene TRPAl sobre as
alteragbes hemodinamicas induzidas pelo propofol. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, 2022.

O propofol € um dos anestésicos endovenosos mais utilizados em todo mundo. Suas
propriedades anestésicas permitem que ele seja usado tanto para anestesias
realizadas em centro cirargico quanto em procedimentos ambulatoriais. Contudo, 0s
efeitos hipotensores associados ao propofol sdo cerne de preocupacdes entre
anestesiologistas e demais médicos, visto que a hipotenséo pode ser deletéria no pos-
operatorio ao aumentar a incidéncia de eventos isquémicos cardiogénicos, delirium
em pacientes idosos e despertar prolongado com retardo do retorno ao estado pré-
anestésico. O gene TRPAL, presente no endotélio vascular, contribui para o efeito
vasodilatador dos anestésicos, a citar o propofol. No presente estudo, testou-se a
hipotese de que os polimorfismos rs920829, rs16937976 e rs13218757 do gene
TRPA1 modulem os efeitos do propofol sobre parametros hemodinamicos, quando
analisados genotipos e haplotipos. Este estudo analisou 200 pacientes com medidas
iniciais da pressao arterial e frequéncia cardiaca no momento 0’. Administrou-se entéo
uma dose de 2 mg/kg de propofol e colheram-se os valores de pressdo arterial e
frequéncia cardiaca nos minutos 2, 4 e 10. Uma amostra de sangue foi colhida no
momento 0’ e 10’. Os resultados mostraram que para dois dos polimorfismos
estudados (rs16937976 e rs13218757), houve maior queda na pressao arterial
sistélica, meédia e diastélica para 0s genoétipos homozigotos dominantes.
Considerando-se os haplotipos, a menor queda nos valores de pressao arterial foi
para o haplotipo CGA. Para os diferentes gendtipos e haplétipos estudados, ndo se
encontrou relacdo entre uma queda mais significativa da pressao arterial e um
aumento dos niveis de NOx, nitrato e nitrito. Em relacdo a variacdo da frequéncia
cardiaca, nenhum dos polimorfismos estudados apresentou alteracdo significativa.
Com o melhor conhecimento genético da populacao e de como as medicacdes atuam
nos pacientes, € possivel planejar no futuro anestesias com menores efeitos colaterais

mantendo o objeto clinico de cada medicacéo.

Palavras-Chave: Anestesia. TRPA 1. Pressao arterial. Polimorfismos genéticos.
Propofol.



ABSTRACT

MELO, I. B. Effect of TRPA1l gene polymorphisms on propofol-induced
hemodynamic changes. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Propofol is one of the most widely used intravenous anesthetics worldwide. Its
anesthetic properties allow it to be used both for anesthesia performed in the operating
room and in outpatient procedures. However, the hypotensive effects associated with
propofol are of concern among anesthesiologists and other physicians, as hypotension
can be deleterious in the postoperative period by increasing the incidence of
cardiogenic ischemic events, delirium in elderly patients and prolonged awakening with
late return to the state preanesthetic. The TRPAL1l gene, present in vascular
endothelium, contributes to the vasodilator effect of anesthetics, including propofol. In
the present study, it was tested the hypothesis whether the TRPA1l gene
polymorphisms rs920829, rs16937976 and rs13218757 modulate the effects of
propofol on hemodynamic parameters, when analyzing genotypes and haplotypes.
This study analyzed 200 patients with baseline blood pressure and heart rate
measurements at time 0’. A 2 mg/kg dose of propofol was then administered and blood
pressure and heart rate values were collected at 2, 4 and 10 minutes. A blood sample
was taken at time 0' and 10’. The results showed that for two of the studied
polymorphisms (rs16937976 and rs13218757), there was a greater drop in systolic,
mean and diastolic blood pressure for the dominant homozygous genotypes.
Considering the haplotypes, the lowest drop in blood pressure values was for the CGA
haplotype. For the different genotypes and haplotypes studied, there was not a
relationship between a more significant drop in blood pressure and an increase in the
levels of NOx, nitrate, and nitrite. Regarding heart rate variation, none of the studied
polymorphisms showed significant change. With the best genetic knowledge of the
population and of how medications work in patients, it is possible to plan anesthesia in

the future with fewer side effects, keeping the clinical goal of each medication.

Keywords: Anesthesia. TRPA 1. Blood pressure. Genetic polymorphisms. Propofol.
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1. INTRODUCAO

1.1 PROPOFOL: ASPECTOS FARMACOLOGICOS E CLINICOS

Do grego, anestesia significa “auséncia de sensagao”. O objetivo da anestesia
€ possibilitar que o paciente esteja em um condi¢cdo reversivel de estabilidade
fisioldégica, imobilidade e conforto durante e apGs a realizacdo de um procedimento
gue seria danoso, amendrontador e doloroso (STOELTING; MILLER, 2007). Partindo
disso, agentes anestésicos foram introduzidos durante o século XIX, o que possibilitou
uma desejavel revolugdo na area cirdrgico-anestésica, tornando a realizacdo dos
procedimentos segura e benéfica (TRAPANI et al., 2000). Por mais de cem anos, éter,
cloroformio e 6xido nitroso foram utilizados amplamente, contudo a inalacéo desses
liguidos volateis para induzir a anestesia ndo era o bastante para produzir uma
anestesia adequada (TRAPANI et al.,, 2000; URMAN; DESAI, 2012). Visto sua
seguranca, 0s anestésicos endovenosos sao atualmente utilizados. O propofol (2,6 -
diisopropilfenol) € um dos principais representantes dessa classe, sendo amplamente
utilizado. (MARIK, 2004).

A partir de compostos fendlicos - que demonstraram efeitos hipnéticos em
animais — o potencial anestésico do propofol foi confirmado clinicamente em 1977
(MARIK, 2004). O principal mecanismo de acédo do propofol relaciona-se a modulagéo
positiva da fungao inibitéria do neurotransmissor acido y- aminobutirico (GABA), por
meio da ativacdo direta do complexo ionéforo cloreto-receptor GABAa pds-sinaptico,
0 que aumenta a condutancia a ions cloreto e leva a hiperpolarizacdo neuronal
(HALES; LAMBERT, 1991; HARA et al., 1993; ORSER et al., 1994; ORSER et al.,
1995). Somando-se a isso, ocorre também a reducdo da transmissdo excitatoria,
inibindo o receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) do sistema glutamatérgico,
possivelmente pela modulacao alostérica do canal (HANS et al., 1994; (ORSER et al.,
1995).

Os efeitos do propofol também se devem pela sua atuacdo sobre os canais
lentos de célcio, reduzindo o influxo desses ions, e a sua acéao inibitéria sobre os
canais de sodio voltagem-dependentes (LINGAMANENI; HEMMINGS, 2003;
OUYANG et al., 2003).

A rapida distribuicdo, o rapido clearance metabdlico e o lento retorno para o

compartimento periférico constituem o perfil farmacocinético do propofol (BRYSON;
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FULTON; FAULDS, 1995). O resultado dessas caracteristicas € um rpido inicio de
acdo e curta duracdo do efeito. O propofol € amplamente distribuido para tecidos
altamente vascularizados, em seguida para o tecido muscular e entdo para o tecido
adiposo (BRYSON; FULTON; FAULDS, 1995). Apresenta uma meia-vida entre um e
oito minutos, considerada répida, e outra lenta, que dura entre 30 e 70 minutos
(MARIK, 2004). Seu metabolismo hepético deve-se a conjugacao a glucoronideos e
sulfatos, formando compostos inativos de excre¢do renal (MARIK, 2004).
Comorbidades como doencgas hepaticas moderadas ou insuficiéncia renal ndo alteram
significamente seu perfil farmacocinético (BRYSON; FULTON; FAULDS, 1995).
Contudo, recomenda-se parcimbnia na administragdo da droga em pacientes
cardiopatas e em idosos, visto possuirem um clearance reduzido (KIRKPATRICK et
al., 1988).

Em prol de suas propriedades farmacoldgicas, apesar de promover analgesia
minima, o propofol apresenta efeitos sedativos, hipnoticos e amnésicos (BRYSON;
FULTON; FAULDS, 1995). Pacientes recebendo propofol possuem respostas
autondmicas menores aos estimulos dolorosos (MARIK, 2004). O propofol tem rapido
inicio de acao, recuperacao precoce e baixa incidéncia de nauseas e vomitos (SMITH
et al.,, 1994). Considerando todas essas caracteristicas, o propofol é utilizado em
expressivos casos para inducdo e manutencdo anestésica, apresentando um notavel
padrao de seguranca (MARIK, 2004). Apesar disso, monitoracdo constante durante a
administracdo dessa medicacdo €é Iimprescindivel, uma vez que alteracdes
hemodinamicas ocorrem e podem se associar a eventos adversos. (GRAGASIN et al.,
2012).

1.2 ALTERACOES HEMODINAMICAS INDUZIDAS PELO PROPOFOL

A reducdo da pressao arterial é a alteracdo hemodinamica mais importante
decorrente do uso do propofol (REICH et al., 2005). Estudos demonstraram que ocorre
uma reducao da presséo arterial em torno de 30% quando utilizada a dose de inducéo
de 2 mg.kg* de propofol (MONK et al., 1987; CLAEYS et al., 1988). Parte desses
efeitos hipotensores € proveniente da queda da resisténcia vascular periférica pela
inibicdo do sistema nervoso simpatico, causando vasodilatacdo (ROBINSON et al.,
1997). Essa inibicdo do sistema nervoso simpatico também causa uma reducgdo da

frequéncia cardiaca e da contratilidade miocardica, sendo assim o propofol nao
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provoca taquicardia reflexa (NATHAN; ODIN, 2007). O propofol diminui a
sensibilidade ao barorreflexo, sugerem estudos, o que justifica a auséncia de
taquicardia reflexa, o qual € um mecanismo fisioldgico importante para o controle da
pressao arterial a curto prazo e manutencao, pois, da estabilidade hemodinamica.
(KEYL et al., 2000; SATO et al., 2005).

O propofol também é capaz de provocar diretamente o relaxamento dos vasos
efeito atribuido, em parte, ao estimulo a producdo de 6xido nitrico (NO) sanguineos
(PARK et al.,, 1995; MORENO et al.,, 1997; BOILLOT et al., 1999). Os efeitos
vasodilatadores do propofol podem se relacionar a seus efeitos antioxidantes também,
uma vez que esse anestésico possui estrutura similar ao a-tocoferol (vitamina E)
(ANSLEY et al., 1998).

A estimativa é de que 68% dos pacientes anestesiados com propofol
apresentam hipotensao induzida pelo farmaco (CHAUDHRI; KENNY, 1992; BENDEL
et al., 2007; JONES et al.,, 2014). Apesar de serem manejaveis, as respostas
hipotensoras provenientes do propofol podem prejudicar a presséao de perfusdo dos
orgaos e, assim, levar a desfechos cardiovasculares desfavoraveis, especialmente
em populacdes especiais, a citar os idosos e pacientes hipertensos em uso de
inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) (JENSEN et al., 1989;
JONES et al., 2006; DEVEREAUX et al., 2008; RAILTON et al., 2010).

Ebert et al. (1992) mostraram que o propofol reduz a pré-carga, o que atribui-
se em partes a acdo na complacéncia venosa. Além disso, a queda na pds-carga
também aparece como um mecanismo hipotensor. Contudo, visto ndo haver
alteracdes nas concentracdes plasméticas de adrenalina e noradrenalina questionou-
se a influéncia do ténus vascular simpatico. O propofol entdo mostrou-se como um
inibidor simpéatico, o que levaria a hipotensao. Ebert et al. (1992) demonstraram que
o propofol atenua a regulacdo do barorrelfexo. A combinacdo de niveis ténicos
reduzidos de atividade simpatica, uma resposta simpatica prejudicada e vasodilatacéo
direta podem resultar em uma queda sustentada nos valores de pressao arterial
(EBERT et al., 1992).

1.3 IECA E O RISCO PARA HIPOTENSAO DURANTE A ANESTESIA COM
PROPOFOL
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A hipertensao arterial sistémica € uma doenca multifatorial em que ha valores
elevados e sustentados de pressao arterial. Ela é responséavel por mais de 7 milhdes
de mortes por ano no mundo e atinge cerca de um bilh&o de individuos (CHOBANIAN
et al., 2003; KEARNEY et al., 2005). O tratamento dos pacientes hipertensos constitui
dieta adequada, prética regular de atividades fisicas, perda de peso e medicacao anti-
hipertensiva, visando controlar os valores de presséo arterial e prevenir lesdes de
orgdos-alvo. (CHOBANIAN et al., 2003; TURNBULL, 2003). Considerando-se isso, 0S
medicamentos do tipo inibidores da enzima conversora de angiotensiva (IECA) — que
exercem efeitos benéficos para reduzir a morbimortalidade cardiovascular — sao
utilizados amplamente na terapia de hipertensao (LUEDER; KRUM, 2013).

Os IECAs possuem indiscutiveis efeitos benéficos para o tratamento da
hipertenséo, entretanto respostas hipotensoras indesejaveis aparecem durante a
anestesia de pacientes em tratamento com tais medica¢gbes, podendo causar
consequéncias cardiovasculares deletérias (CORIAT et al., 1994; BERTRAND et al.,
2000; COMFERE et al., 2005; MALINOWSKA-ZAPRZALKA et al., 2005).

Neste contexto, a hipotensdo provoca uma reducdo no fluxo sanguineo
cerebral em pacientes hipertensos tratados com o captopril, um dos IECA, porém nao
observada naqueles em tratamento com B-bloqueadores (JENSEN et al., 1989).
Somado a isso, a hipotensdo perioperatéria aumenta a mortalidade de pacientes
tratados com IECA submetidos a correcao cirirgica de aneurisma de aorta abdominal
(RAILTON et al., 2010). Considerando-se o propofol, pacientes hipertensos tratados
cronicamente com o IECA enalapril apresentaram uma resposta hipotensora maior ao
anestésico comparados aos ndo-tratados (MALINOWSKA-ZAPRZALKA et al., 2005).
Quanto maior a dose de propofol em pacientes tratados com IECA, maior a incidéncia
de episddios de hipotensdo (WEISENBERG et al., 2010).

Embora haja muitas evidéncias clinicas, os mecanismos dessas respostas
hipotensoras pronunciadas pelo uso de propofol ainda ndo estdo totalmente
elucidados. A inibicdo da enzima conversora de angiotensina reduz a formacdo da
angiotensina Il e aumenta os niveis de bradicinina, gerando os efeitos anti-
hipertensivos dos IECA com a vasodilatacdo e melhora da funcéo endotelial (MENTZ
et al., 2013). A bradicinina promove a liberacédo de 6xido nitrico (NO) ao estimular o
receptor de bradicinina B2 nas células endoteliais (LINZ et al., 1999). Tanto a
vasodilatacdo causada pelos IECA quanto pelo propofol envolvem sinalizagao

mediada pelo NO.
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O NO é uma pequena molécula lipofilica e gasosa, que possui baixa meia-vida
e desempenha um importante papel na homeostase cardiovascular, regulando o fluxo
sanguineo regional, o tbnus vascular e a pressao arterial. Ele também confere
propriedades tromborresistentes e ateroprotetoras ao endotélio (COCKCROFT, 2005;
COOKE; DZAU, 1997). Ele é formado pelas enzimas NO-sintases (NOS), as quais
catalisam a conversao de L-arginina em L-citrulina e NO. Existem trés isoformas dessa
enzima, sdo elas: endotelial (eNOS ou NOS3), induzida (INOS ou NOS2) e neuronal
(nNOS ou NOS1) (MONCADA; HIGGS, 1993). A iINOS é expressa em processos
inflamatérios, contudo tanto a NNOS quanto a eNOS sé&o isoformas constitutivas
calcio-dependentes, logo elas necessitam do aumento dos niveis de célcio intracelular
e da ligacédo desse com a calmodulina para sua ativacdo (MONCADA,; HIGGS, 1993).

Recentemente foi demonstrado que o aumento da biodisponibilidade do NO
parece corroborar para a exacerbacdo dos efeitos hipotensores do propofol em
pacientes tratados com IECA. (OLIVEIRA et al., 2016).

Tal estudo examinou se os gendtipos dos polimorfismos PRKCA (proteina
guinase C alfa) e seus haplotipos, e as interacbes dos gendtipos PRKCA e NOS3
(6xido nitrico sintase 3 ), impactam nos efeitos hipotensivos do propofol. As principais
conclusdes deste estudo foram que os gendtipos variantes para os polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) rs1010544 e rs16960228 PRKCA foram associados a
efeitos hipotensivos aumentados e a aumentos mais elevados nas concentracdes de
nitrito induzidos pelo propofol. Também observaram que o haplotipo CCG foi
associado a respostas hipotensivas aumentadas e maiores aumentos nos niveis de
nitrito induzidos pelo propofol. Além disso, as interacdes significativas entre os
gendtipos PRKCA e NOS3 modificam os efeitos do propofol na reducéo da pressao
arterial. A suspeita é que pacientes carregando 0s genotipos variantes para o SNP
rs16960228 (GA + AA) podem expressar niveis mais elevados de PRKCA do que os
portadores do gendtipo GG, portanto, mais PKCa poderia estar disponivel para ser
ativado pelo propofol. Isso levaria a um aumento da ativacdo de NOS3 mediada por
PKCa e, consequentemente, a niveis mais elevados de NO e a diminuicbes

aumentadas na pressao arterial em resposta ao propofol.

1.4 RECEPTOR DE POTENCIAL TRANSITORIO ANQUIRINA 1 E RECEPTOR DE
POTENCIAL TRANSITORIO VANILOIDE 1
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O receptor de potencial transitério anquirina 1 (TRPA1) e o receptor de
potencial transitério vaniloide 1 (TRPV1) séo canais catidnicos controlados por ligante
gue desempenham papéis essenciais na regulacdo da dor e nas vias inflamatorias.
Evidéncias recentes surgiram demonstrando um papel proeminente do TRPV1 na
regulacao da funcao vascular e embora os estudos que investigam o papel do TRPAL
na vasculatura sejam controversos, alguns relatérios recentes confirmaram que o
canal do TRPAL1 esté envolvido na regulagdo do tdnus vasomotor (SINHA et al., 2015).
Além disso, a suprarregulacao da expressdo do TRPV1 apareceu como mediadora de
condicdes fisiopatolégicas relacionadas a hipertensdo e diabetes, embora faltem
estudos que investiguem o papel do TRPA1 no ambiente fisiopatolégico.

O propofol ativa o TRPAL e, até certo ponto, 0o TRPV1 em neurbnios sensoriais
e sistemas de expressao heterologos. Na verdade, uma variedade de agentes
anestésicos demonstrou interagir com os canais do TRP e ativar ou sensibilizar o
canal. Aléem disso, o propofol restaura a sensibilidade do TRPV1 a estimulagéo
agonista por meio de uma via dependente de TRPA1l envolvendo a ativacdo da
proteina quinase C épsilon, demonstrando interferéncia entre os canais nos neurénios
sensoriais (SINHA et al., 2015).

Sinha et al. (2015) em seu estudo mostraram que a reducdo de valores de
pressao arterial média foi maior em camundongos que possuiam o TRPAL. Além
disso, a inibicdo dos canais da sintase endotelial de 6xido nitrico (eNOS) ou Canais
de potassio dependentes de célcio (BKCa) individualmente atenua acentuadamente
a resposta depressora induzida por propofol, enquanto a inibicdo combinada
virtualmente abole o efeito vasodilatador. Além disso, o efeito da inibicdo de eNOS e
BKCa é perdido em camundongos em que foram abolidos o TRPA1 e TRPAV (SINHA
et al., 2015).

Dois membros que sao relevantes da familia do receptor de potencial transitorio
(TRP), 0o TRPV1 e 0 TRPAL, sdo extremamente coexpressos em neurdnios sensoriais
periféricos e funcionam como transdutores sensoriais de estimulos nocivos.
(PALAZZO; ROSSI; MAIONE, 2008). A sensibilidade relativa desses receptores para
seus respectivos agonistas desempenha um papel importante na transducéo de sinal
nociceptivo. Diogenes et al (2007) mostraram que o fator de crescimento nervoso
participa da regulacédo positiva do TRPAL em neurdnios do ganglio trigeminal. Essas
atividades intensificadas do TRPA1 podem desempenhar um papel importante no

desenvolvimento de hiperalgesia apos lesdo nervosa e inflamacao na regido orofacial.
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As respostas relacionadas a dor induzida por propofol em camundongos foram
abolidas em animais nulos para TRPAL e ndo afetadas em animais nulos para TRPV1
(MATTA et al., 2007). Fischer et al (2010) demonstraram uma ativagao induzida por
propofol de TRPALl e TRPV1 em células embrionérias de rim humano (HEK 293)
transfectadas; entretanto, em neurdnios ganglionares da raiz dorsal, a ativacéao

induzida por propofol se correlacionou melhor com TRPAL do que com TRPVL1.

1.5 FARMACOS ANESTESICOS E O TRPA1

Apesar de o0s anestésicos serem utilizados ha anos, 0os mecanismos
moleculares de suas ac¢des ainda estdo sendo estudados. Estudos mostraram que o
receptor de potencial transitério anquirina 1 (TRPAL), canal ibnico nociceptivo, € alvo
para 6leo de mostarda (isotiocianato de alila, ou AITC) e wasabi (JORDT et al., 2004,
2006). O TRPAL1 é responsavel pelos efeitos nocivos dos anestésicos gerais (MATTA
et al.,, 2008). Os anestésicos gerais estimulam os neurdnios sensoriais de uma
maneira dependente do TRPA1, estando o efeito excitatério ausente em neurdnios
deficientes em TRPV1. Além disso, Matta et al mostraram que os comportamentos de
dor induzida por propofol sdo abolidos em animais em que o TRPA1 esta ausente.
Assim, TRPAL parece essencial para a nocicepcao evocada pelos anestésicos. Em
uma nota pratica, esses dados sugerem gue antagonistas seletivos de TRPA1 podem
representar uma estratégia de tratamento eficaz para prevenir os efeitos pré
nociceptivos dos anestésicos gerais (MATTA et al., 2008).

Ademais, dor a infusdo venosa de propofol, hiperalgesia evocada por isoflurano
(EILERS et al., 2010) e a broncoscontricdo induzida pelo desflurano (SATOH;
YAMAKAGE, 2009; EILERS et al.,, 2010) ndo ocorrem em animais TRPA1-null.
Somado a isso, os camundongos TRPA-1 null sdo mais rapidamente induzidos pelo
isoflurano com menor irritagdo respiratéria, quando comparados aos camundongos do
tipo selvagem (WT) ou os camundongos TRPV1-null. (LI et al., 2015). O isoflurano
induz hiperalgesia mecénica em camundongos por um mecanismo dependente do
TRPAL. O isoflurano também induz constricdo dependente de TRPA1 de brénquios
isolados. Os anestésicos nédo irritantes ndo ativam o TRPALl e n&o produzem
hiperalgesia e constricdo brénquica. Os anestésicos gerais produzem efeitos
excitatorios, como irritagdo das vias aéreas, e contribuem para a dor pds-operatoria.

A ativacdo do TRPA1 pode contribuir para esses efeitos adversos (EILERS et al.,
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2010). Nao somente considerando-se a nocicepc¢do, o TRPA1 localizado no endotélio
vascular contribui para o efeito vasodilatador dos anestésicos, a citar o propofol
(SINHA et al., 2015).

Contudo, os mecanismos moleculares envolvidos na detec¢ao dos anestésicos
pelo TRPA1 ndo sdo conhecidos. Estudos sugerem uma interacdo direta dos
anestésicos com o TRPA1 (CORNETT et al., 2008; MATTA et al., 2008; TON et al.,
2017).

Primeiramente, a ativagdo do TRPAL é retida em placas livres de células,
sugerindo uma acao delimitada por membrana. Em segundo lugar, a capacidade dos
anestésicos de ativar o TRPAL (isoflurano e desflurano sdo ativos; halotano e
sevoflurano séo inativos) ndo se correlaciona com a capacidade dos anestésicos de
se dividirem na membrana, argumentando contra a sinalizag&do por meio da fluidez da
membrana. Terceiro, 0s alcoois de cadeia longa (que se prevé que imitem a ligacao
do anestésico volatil) exibem um corte de comprimento da cadeia de carbono no
TRPA1 entre o octanol e o decanol, consistente com sua ligacdo a uma bolsa
molecular definida no TRPAL.

Estudos anteriores identificaram dois dominios-chave necesséarios para a
ativacdo do TRPAL. Compostos eletrofilicos sdo conhecidos por ativar TRPA1 atraves
da modificacdo covalente de cisteinas e uma lisina na regido N-terminal (HINMAN et
al., 2006; MACPHERSON et al., 2007). Além disso, o dominio S5 / S6 pode servir
como uma regido alvo para agonistas nao eletrofilicos, incluindo mentol (XIAO et al.,
2008), eudesmol (OHARA et al., 2015), e prétons (DE LA ROCHE et al., 2013), ou
varios antagonistas (MOLDENHAUER et al., 2014; TAKAISHI et al., 2014), incluindo
o potente inibidor A- 967079 (XIAO et al., 2008; KLEMENT et al., 2013; BANZAWA et
al., 2014). Além disso, Paulsen et al (2015) em um estudo de crio-microscopia
eletrbnica (crio-EM) revelaram a estrutura de alta resolucdo do TRPAL ligado a um
agonista ou antagonistas.

Semelhante ao TRPV1 (LIAO et al.,, 2013) a estrutura mostra quatro
subunidades se reunindo para formar um canal, com cada subunidade composta por
seis segmentos transmembranares (TM) (S1 - S6) e grandes dominios intracelulares
N- e C-terminais. Inesperadamente, as hélices a do terminal C sao reveladas para
formar uma bobina enrolada e uma hélice de dominio TRP, ndo prevista anteriormente
para TRPA1, que corre paralela & membrana e liga os dominios intracelular e S6.

Duas hélices de poro estdo localizadas entre S5 e S6, a segunda das quais define a
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boca extracelular e a seletividade catidnica. Além disso, dois locais de restricdo na
hélice de poro 1 e S6 s&do propostos para formar portas superior e inferior,
respectivamente. Notavelmente, o estudo identificou um bolso de ligagdo para o
potente antagonista A-967079, formado por S5, S6 e hélice de poro 1, que é
consistente com um papel importante para esta regido no canal de passagem.

Matta et al. (2008) mostraram uma atividade bimodal no TRPAL: ativagcao em
baixa e bloqueio em alta concentragéo de propofol. Estudos tém mostrado que TRPAL
€ o principal atuante nas propriedades algogénicas do propofol, contribuindo para a
dor pés-operatéria e vasodilatacdo induzida por propofol. JA Kelie et al. (2017)
analisaram duas abordagens complementares, mas distintas: mutagénese e estudos
de fotomarcacdo. Eles sugeriram que o propofol possui um local de ativacao
localizado dentro do bolso S5-S6 do TRPAL. Alem disso, mostraram que o propofol,
em altas concentracfes, tem atividade que € caracteristica de bloco de poro néao
especifico. Este estudo forneceu suporte adicional para o mecanismo de acédo do
propofol no TRPAL.

Um estudo partindo do conhecimento de que canais TRPA1 de Drosophila para
humanos sé@o sensiveis a agonistas eletrofilicos como isotiocianato de alila (AITC)
Kang et al. (2010) observou que o0 mesmo se aplicava a anestésicos gerais. Tanto o
isoflurano (0,9 mM) quanto o propofol (100 uM) ativaram correntes retificadas
externamente em células 293 de rim embrionarias humanas (HEK293) fixadas por
voltagem que expressam TRPAL1 humano ou de rato. A retificacdo na presenca de
isoflurano e propofol decorre da dependéncia de voltagem do gating TRPA1, bem
como de um efeito inibitério adicional dos anestésicos em potenciais negativos
(MATTA et al., 2008). A corrente média (medida em +100 mV) evocada por isoflurano
ou propofol foi aproximadamente 30-40% e aproximadamente 70-80% da resposta
maxima obtida com AITC. Em contraste, o ortélogo de Drosophila (A-TRPA1) era
completamente insensivel a esses anestésicos. Assim, esses dados revelaram que
0s anestésicos isoflurano e propofol sdo agonistas de mamiferos, mas nao Drosophila
TRPAL.

O NO forma-se nas células endoteliais pela sintase endotelial do 6xido nitrico
(eNOS) a partir da L-arginina (L-arg) e entédo se difunde para a célula muscular lisa,
promovendo o seu relaxamento por promover o desencadeamento de eventos que
resultam na reducgdo das concentragfes intracelular de calcio. (Figura 1). Sinha et al

(2015) indicaram que a inibicdo de eNOS com L-NAME antes da administragéo de
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propofol atenuou a resposta depressora induzida por propofol em camundongos
controle e naqueles considerados nulos para TRPV1, um efeito que ndo foi observado
em camundongos nulos para TRPAL. A concluséo a partir disso foi que a estimulagéo
dos canais TRPAL, resulta na ativacdo de eNOS e producdo de NO que medeia
aproximadamente 50% da resposta depressora induzida por propofol in vivo. Wu et
al. (2013) demonstraram que os canais TRPV1 e BK tém a capacidade de formar um

complexo de sinalizacao.

Figura 1 — Mecanismos envolvidos na formacdo do Oxido nitrico (NO) e na
vasodilatagdo mediada pelo mesmo.
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Fischer et al. (2010) conduziu um estudo em que expds os locais de interacéo
do propofol com o0 TRPAL. Na figura acima (obtida do estudo em questéo) observa se
tracos de corrente representativos de correntes internas evocadas por propofol. O
dominio 5 da transmembrana € um determinante para a ativacdo de diferentes

espécies de TRPA1 pelo propofol.
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Figura 2 - Tragos de corrente representativos de correntes internas evocadas por

propofol.
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2. HIPOTESES

Levando-se em consideragcédo que: 1- polimorfismos no gene TRPA1 possam
ser capazes de modular a resposta a farmacos anestésicos; 2- pacientes hipertensos
tratados com IECA apresentam respostas hipotensoras ao propofol mais intensas em
relacéo a pacientes nao tratados com estes medicamentos e 3- A acao do propofol no
receptor TRPAL poderia ocasionar maior liberacdo de NO, as hipoteses do presente
estudo sao:

- Polimorfismos no gene TRPAL seriam capazes de modular os efeitos que o
propofol exerce sobre parametros hemodinamicos e o uso de IECA de intensificar a
resposta hipotensora nos pacientes tratados com este farmaco.

- Os gendtipos e haplétipos do TRPAL influenciam as alteracbes nos niveis

plasmaticos de NOXx, nitrato e nitrito em resposta a anestesia com propofol?
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3. OBJETIVOS

Com base nas hipéteses levantadas, o presente estudo teve como objetivos:

- ldentificar possiveis associacfes entre gendtipos e haplotipos do gene
TRPAL e os efeitos exercidos pelo propofol sobre os parametros hemodinamicos .

- Caso identificada alguma influéncia dos polimorfirmos e haplétipos do
TRPAL, avaliar se o uso de IECA e variaveis clinicas dos pacientes teriam algum
impacto nos resultados encontrados, assim como género, indice de massa corporal e
idade.

- ldentificar variagcdo nos niveis de NOX, nitrato e nitrito conforme gendétipos e

haplotipos do gene TRPAL apds anestesia com propofol.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 SELECAO DOS PARTICIPANTES

O presente estudo bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (Processo n° 2387/2013). O estudo foi registrado no Clinical Trials
(NCT02442232). Todos os pacientes envolvidos neste estudo foram atendidos na
Secao de Endoscopia Digestiva do HCFMRP-USP, para a realizacdo de exames de
colonoscopia. Somente participaram do estudo os individuos que, apos a explicacédo
detalhada do trabalho, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Os
participantes foram enquadrados no estudo conforme objetivo proposto neste

trabalho.

4.2 AVALIACAO DE POSSIVEIS ASSOCIACOES ENTRE POLIMORFISMOS
GENETICOS DO GENE TRPA1 E SEUS HAPLOTIPOS E OS EFEITOS
HEMODINANIMOS EXERCIDOS PELO PROPOFOL

Neste estudo, avaliamos gendtipos e haplotipos do gene TRPAL envolvendo
0s polimorfismos rs920829, rs16937976 e rs13218757. Para isso, nosso N amostral
incluiu inicialmente de 200 pacientes, sendo que foram efetivamente analizados os
dados de 164 pacientes (corrigindo para os fatores de confusdo, conforme sera
descrito na secao que trata das analises estatisticas). Os critérios de incluséo foram:
estado fisico para a escala ASA | ou Il, idade entre 20 e 80 anos e IMC < 30 kg/m2.
Dessa forma, evitaram-se as possiveis consequéncias prejudiciais dos efeitos
cardiovasculares do propofol associados a pacientes com comorbidades mal
controladas, extremos de idade, dose alta da medicacdo administrada.

Individuos com evidéncia de hipertensdo mal controlada, doencas
respiratérias, renais, hepaticas ou hematologicas nédo controladas e historico de
acidente vascular encefélico ou infarto agudo do miocardio foram excluidos do estudo.
Os pacientes com episédios de hipotensdo que exigiram a administracdo de drogas
vasopressoras também foram excluidos do estudo, uma vez que este procedimento
afeta os parametros hemodinamicos avaliados no presente estudo. Histérico de

alergias a droga utilizada também foi critério de exclusdo ao presente estudo.
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4.3 PROCEDIMENTOS REALIZADOS

Os pacientes do estudo foram submetidos aos procedimentos descritos a
sequir.

ApGs a avaliacao inicial, uma amostra de sangue venoso (basal) foi colhida e
propofol 2 mg/kg foi administrado por via intravenosa, por inje¢cdo em bolus. Dez
minutos apds a inducdo anestésica, uma nova amostra de sangue foi colhida. Em
cada coleta de sangue, os valores de pressao arterial sistolica (PAS), diastolica (PAD)
e média (PAM) e freqliéncia cardiaca (FC) foram registrados.

As amostras de sangue foram imediatamente centrifugadas a 1000 g durante
3 minutos, e aliquotas de plasma foram armazenadas a -70°C até as analises. Aléem
disso, aliquotas de sangue total foram armazenadas a -20°C para posterior extracao
de DNA. Para evitar qualquer influéncia sobre os parametros hemodinamicos e
bioquimicos, os procedimentos de colonoscopia s0 iniciaram ap0s a segunda coleta
de sangue, quando o periodo do estudo terminou. Com a utilizacdo do monitor
multiparamétrico Dixtal 2020®, todos os pacientes foram monitorados continuamente
para FC, presséao arterial, saturacado de oxigénio e eletrocardiografia até a completa
recuperacao.

As alteracdes nos parametros hemodinamicos foram calculados pela subtracao
de valores observados a 4 minutos apds a anestesia com propofol a partir daqueles
observados antes da administracao do anestésico (basal). O motivo é a meia-vida de
2 a 4 minutos de distribuicdo apés bolus da medicagcdo. Ao passo que para avaliar as
alteracdes nos parametros bioquimicos, a citar 6xidos de nitrogénio (NOX), nitrito e
nitrato, subtrairam-se valores observados a 10 minutos apés a anestesia com propofol

a partir daqueles observados antes da adminitracdo do anestésico.
4.4 METODO
4.4.1 Extracdo do DNA Gendmico
Para a extracdo do DNA gendmico utilizamos amostras de sangue total. Para
tanto, foram preparadas trés solugdes: solucéo A, contendo Triton X a 1%, MgCl.a 5

mM, sacarose a 0,32 M e Tris-HCl a 10 mM em pH 8; solucdo B, contendo Na;EDTA
a 20 mM, NaCl a 20 mM e Tris-HCl a 20 mM; solucao C contendo SDS a 20%, 25 pL
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de solucao B 2X, 12,5 pyL de agua e proteinase K (20 mg/mL).

Em tubos eppendorfs de 2 mL adicionamos 500 pL de sangue total e 1,5 mL
de solucéo A. Apés repouso de 15 minutos no gelo, os tubos foram centrifugados por
5 minutos a velocidade maxima. Descartamos o sobrenadante e completamos o tubo
com solucédo A. Adicionamos entdo 50 pL de solucdo C e deixamos em repouso em
banho-maria a 56°C por 2h. Na sequéncia, adicionamos 50 L de tris-acido etileno
diamino tetra acético (TE) e 300 yL de fenol, com posterior homogeneizacéo e
centrifugagéo.

A fase superior (aquosa) foi coletada e foram adicionados 150 pL de fenol e
150 pL de solucao cloroférmio / alcool isoamilico (24:1), seguindo 0s mesmos passos
da adicéo de fenol descrita acima. Adicionamos entéo 1/10 do volume de acetado de
sodio 3M e dois volumes de etanol absoluto gelado (-20°C). Apés homogeneizacao e
centrifugagéo por 10 minutos a velocidade maxima, armazenamos os tubos a - 20°C
por algumas horas.

Apbs o descarte do sobrenadante foram adicionados 500 pL de etanol gelado
a 70%, com posterior centrifugacdo e novo descarte do sobrenadante. Adicionamos
entdo 100 pL de TE e deixamos em repouso em banho-maria a 40°C por 12h.
Posteriormente, realizamos a quantificacdo de DNA gendémico em espectrofotbmetro

apropriado.

4.4.2 Medicdo das concentracfes de nitrito e nitrato plasmatico

Medimos o0s niveis de nitrito no plasma usando um ensaio de
guimioluminescéncia redutiva a base de ozénio (METZGER et al., 2006) e a reacao
de Griess mediu as concentracdes plasmaticas de NOXx (nitrito + nitrato) (SILVA et al.,
2011). As concentracdes de nitrato foram calculadas subtraindo as concentracdes de
nitrito medidas por quimioluminescéncia dos niveis plasmaticos de NOx medidos pela

reacao de Griess.
4.4.3 Genotipagens
Os genotipos para os polimorfismos rs920829, rs16937976 e rs13218757 foram

determinados pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real,

utilizando ensaios “Tagman® Allele Discrimination Assay” (Applied Biosystems,
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Foster City, CA, USA). Os primers e sondas para andlise dos polimorfismos
(rs920829, rs16937976 e rs131218757) foram desenhados pela Applied
Biosystems. Para a realizacdo das genotipagens foi preparada uma solugéo com
um volume final de 10 pL por amostra (sendo 5 ng de DNA gendémico, 1X Tagman
PCR Master Mix e 1X Primer Assay). O controle de qualidade da genotipagem foi
realizado usando controles positivos e negativos previamente avaliados. Além
disso, repetimos aleatoriamente a genotipagem para 10% de toda a amostra e
alcancamos 100% de consisténcia. As reagOes ocorreram nas condicdes
preconizadas pelo fabricante, sendo a fluorescéncia captada pelo equipamento

StepOne Plus. Os resultados foram analisados com o software do fabricante.

4.4.4 Estimativa dos Haplétipos

As frequéncias dos haplotipos do gene TRPA1l foram estimadas com a
utilizacdo do software de analise PHASE 2.1, que reconstroi haplétipos e estima a
taxa de recombinacdo a partir de dados populacionais (STEPHENS; SMITH;
DONNELLY, 2001). Os haplo6tipos possiveis para os trés polimorfismos estudados
(rs920829, rs16937976 e rs13218757) foram: CCA, CGA, CGG, CCG, TCA, TCG,
TGA, TGG.

Os haplotipos encontrados entre os pacientes do presente estudo FORAM
CCG, CGA, CGG, CCA, TCG, TGA. Ja os haplétipos CGG, CCA e TGA apesentaram

baixa frequéncia e por isso foram excluidos das analises estatisticas.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis continuas foram submetidas ao teste de normalidade antes das
analises estatisticas .Os dados foram analisados usando Prism (GraphPad Software,
La Jolla, CA) e séo apresentados como médias + DP. A significancia estatistica foi
avaliada com ANOVA de uma via, com interacfes de tratamento avaliadas pelo teste
de comparacdes multiplas post hoc de Tukey. Os tamanhos das amostras foram
ajustados apos a coleta inicial de dados. O estudo foi uma pesquisa exploratdria e ndo
testou uma hipétese nula estatistica pré-especificada; portanto, os valores P sdo

descritivos.
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Os dados continuos foram testados quanto a normalidade. As caracteristicas
clinicas e laboratoriais dos pacientes sédo expressas como médias + DP. Em contraste,
as alteracbes nos parametros hemodindmicos e bioquimicos ap6s a inducao da
anestesia com propofol sdo expressas como médias + SEM. Um teste qui-quadrado
avaliou o desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg. Os efeitos dos marcadores
genéticos TRPAL nos parametros hemodinamicos e bioquimicos foram testados por
analise de variancia seguida pelo pés-teste de Tukey ou Kruskal-Wallis seguido pelo
poés-teste de Dunn. Quando apropriado, o teste t de Student ou teste de Mann -
Whitney foi usado de acordo com o niumero de grupos e distribuicbes paramétricas ou
ndo paramétricas de dados quantitativos. Um P <0,05 foi considerado estatisticamente
significativo em todas as analises. Os calculos de anélise de poder determinaram os
efeitos minimos que poderiamos detectar com nosso tamanho de amostra.

Realizamos analises de regressao linear multipla (RLM) para avaliar a
contribuicdo do uso de IECA para estimativa de pressao (PE) separadamente. Os
coeficientes de regressdo bruta (B) e os intervalos de confianga (IC) de 95% dos
possiveis preditores foram, respectivamente, estimados com RLM (modelo 1). Além
disso, ajustamos minimamente as caracteristicas basais (idade e IMC) no modelo 2 e
ajustamos totalmente as caracteristicas basais (idade e IMC) e fatores clinicos
(presséo arterial basal) no modelo 3. Essas covariaveis foram ajustadas como
mediadores da associacdo. Em modelos mutuos ajustados, incluimos
simultaneamente todas as variaveis explicativas e polimorfismos (modelo 4). Para
iSs0, usamos uma combinacéo dos genadtipos TC de TRPA1 rs920829 C> T SNP, CG
+ GG genotipos de TRPA1 rs16937976 C> G SNP e dos genétipos AG + AA de
TRPA1rs13218757 G> A SNP, que correspondem aos genotipos com o alelo variante
de acordo com dbSNP. Alpha foi estabelecido em 0,05, e todos os valores de p eram
bilaterais. Os dados foram analisados usando o programa Jamovi (versao 1.8, 2021)

Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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RESULTADOS
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5 RESULTADOS

O estudo foi clinico, prospectivo, ndo randomizado e encoberto, conforme
esquema apresentado na figura 3. Apos a assinatura do TCLE, 26 individuos foram
excluidos por selecao inadequada, fatores de exclusao e intercorréncia com amostras

sanguineas.

Figura 3 - Fluxograma dos participantes estudo.

[ Inclusao ] Avaliados para elegibilidade (n=220)

Excluidos (n=20)
+ apresentavam critérios de exclusao (n=18)
+ recusaram participar (n=2 )

A 4

v

[ Alocacio ] Alocados para o estudo (n=200)
Excluidos (n=10)
+ coleta inadequada dos dados (n=2)
+ necessidade de uso de vasopressor (n=8)

l

Anilises laboratoriais e Andlises realizadas (n=190)
Excluidos (n=26)

genéticas
+ amostra de sangue inadequada (n=26)
[ Anilise final ] Analisados (n=164)
+ Excluidos da analise (n=0)

Fonte: Elaborada pela autora (modelo diagrama STROBE).

A tabela 1, sumariza as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos 164

pacientes incluidos no Estudo.



Tabela 1 — Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes.

Parametros Pacientes
N 164
Homens/Mulheres 72/96
Idade (anos) 55+14
Etnia (brancos) 136
IMC (kg/m2) 258 +4,7
Colesterol total (mg/dl) 188 + 64
Glicose (mg/dl) 96 + 18
Ureia (mg/dI) 32+12
Creatinina (mg/dI) 0,90+0,3
Potassio (mM) 4,4+0,5
Hemoglobina (g/dl) 127+£19
PAS basal (mmHg) 124 £17
PAD basal (mmHg) 7812
FC basal (batimentos/min) 80+ 15
Uso total de propofol (mg) 190 £ 62

Fonte: Elaborado pela autora.
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FC: frequéncia cardiaca; IMC: indice de massa corporal; PAD: pressao arterial diastélica; PAS: presséo
arterial sistélica. Os dados s&o apresentados como média + DP.

A distribuicdo dos gendtipos para os trés polimorfismos do gene TRPA1

estudado ndo apresentou nenhum desvio em relacdo ao equilibrio de Hardy-

Weinberg (P<0,05). A tabela 2 apresenta a frequéncia de gendétipos, alelos e

haplétipos do gene TRPAL nos pacientes do estudo.
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Tabela 2 — Frequéncia de gendtipos, alelos e haplétipos do gene TRPA1 nos
pacientes do estudo.

Polimorfismos/haplotipos N %
rs920829
CcC 127 77,4
TC 35 21,3
T e
Alelo C 289 89,1
Alelo T 35 10,8
rs16937976
CcC 119 72,5
CG 37 22,5
GG 7 4,2
Alelo C 275 84,3
Alelo G 51 15,6
rs13218757
GG 120 73,1
AG 35 21,3
AA 7 4,2
Alelo G 275 84,8
Alelo A 49 15,1
Haplotipos
CCG 243 74,5
CGA 46 14,1
TCG 32 9,8

Fonte: Elaborado pela autora.

As figuras a seguir apresentam as variagdes (A) na PAS, PAD, PAM e FC dos
pacientes apos a administracdo de propofol (analise simples- teste t de Student). Os
valores foram obtidos a partir da subtracdo dos valores de PAS, PAD, PAM e FC
observados apés 4 minutos da administracéo do propofol daqueles observados antes
da administracdo do anestésico (momento 0). Os pacientes estao divididos conforme
0 gendtipo que apresenta para cada polimorfismo ( P<0,05).

As variacfes de PAS, PAM, PAD apds a administracdo de propofol ndo foram

diferentes entre os gendtipos do polimorfismo rs920829 (figura 4; P<0,05).
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Figura 4 - Efeitos dos genétipos CC (n = 127) e TC (n = 35) para o polimorfismo
rs920829 do gene TRPAL sobre as variagdes (A) na PA apdés a administragcdo do
propofol. Os dados sédo apresentados como média £+ EPM. *P<0,05 versus genétipo
ancestral.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Interessantemente, 0s pacientes portadores do gendtipo CC para o
polimorfismo rs16937976 apresentaram maiores quedas na PAS, PAM em resposta

ao propofol do que os portadores do genotipo CG + GG (figura 5; P<0,05).

Figura 5 - Efeitos dos genétipos CC (n =119), CG + GG (n = 44) para o polimorfismo
rs16937976 do gene TRPAL sobre as variagdes (A) na PA apds a administragao do
propofol. Os dados sé@o apresentados como média + EPM. *P<0,05 versus gendtipo
ancestral.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Em relacdo ao polimorfismo rs1321875, os pacientes portadores do genétipo
GG para o apresentaram maiores quedas na PAS, PAM em resposta ao propofol do

gue os portadores do genétipo AG + AA (figura 6; P<0,05).
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Figura 6 - Efeitos dos genétipos GG (n = 120) e AG + AA (n = 42) para o polimorfismo
rs13218757 do gene TRPAL sobre as variagdes (A) na PA apds a administragao do
propofol. Os dados sédo apresentados como média £+ EPM. *P<0,05 versus genétipo
ancestral.

Média Sistdolica Diastdlica
GG AG (+AA) GG AG (+AA) GG AG (+AA)

-10- -1
_15- _I_ _I_

-201 l

-25+ *

Delta na Presséo Arterial (mmHg)
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Fonte: Elaborado pela autora.

Conforme previamente demonstrado (figura 4), a analise simples (teste t néo
pareado) ndo encontrou nenhum impacto dos diferentes genoétipos para o
polimorfismo rs920829. Mesmo apos ajuste das caracteristicas basais (idade e IMC)

e fatores clinicos (PA basal e uso de IECA) este resultado n&o se alterou (tabela 3).

Tabela 3 - Efeito do polimorfismo rs920829 no gene TRPAL nas mudancas na pressao
arterial induzida por propofol apds ajuste para variaveis selecionadas.

- Variagdo na PAS (mmHg) Variagdo na PAM (mmHg) Variagdo na PAD (mmHg)

rs 920829° R?=0,40 RMSE=15,00 R?=0,28 RMSE=12,20 R?=0,23 RMSE=11,90

B 95% IC P B 95% IC P B 95% IC P

Uso of iECA +1,64 -6,6529,94 0,695 -2,18 -8,84a4,47 0,518 -1,36 -7,87a5,15 0,680

Idade(anos) -0,02 -0,24a0,19 0,804 -0,04 -0,21a0,13 0,636 +0,00 -0,15a0,17 0,943

IMC (kg/m2) +0,58 -0,05a1,21 0,071 +0,72 0,21a1,24 <0,006* +0,67 0,17a1,18 0,009*

PAB -0,61 -0,76a -0,47 <0,001* -0,43 -0,56a-0,31 <0,001* -0,40 -0,53a-0,27 <0,001*
-10,09a2,65 0,251 -2,65 -7,83a2,51 0,311 22,77 -7,83a2,29 0,281

-
I
'
w
~
=

Abreviacdes: B, Estimativa; IC, intervalo de confianga; PAB, presséo arterial basal. 2Genotipo de
referéncia: CC. * p<0.05.
Fonte: Elaborado pela autora.

Quanto aos os polimorfismos rs16937976 e rs13218757, a analise simples
(teste t ndo pareado) nao foi capaz de detectar a diferenca entre os genétipos com
respeito a PAD (figuras 4 e 5). Entretanto, apds realizada RLM foi encontrada
diferenca em relagéo a todas as medidas de presséo arterial: sistélica, diastdlica e

meédia. Dados apresentados nas tabelas 4 e 5.
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Tabela 4 - Efeito do polimorfismo rs16937976 no gene TRPA1 nas mudancas na
pressao arterial induzida por propofol apds ajuste para variaveis selecionadas.

s e
R2=0,42 RMSE=15,40 R2=0,32 RMSE=11,80 R2=0,26 RMSE=11,70
“ B 95% IC p B 95%IC p B 95% IC P
+0,97 7,492 9,44 0,820 -1,98 -8,43a 4,45 0,543 -1,20 -7,60a5,18 0,709
0,11 -0,33a0,11 0,318 -0,04 -0,20a0,12 0,612 40,00  -0,15a0,16 0,954
+1,20 +0,55 21,85 <0,001* +0,82 0,32a1,13 0,001* +0,75 0,25a1,25 0,003*
PAB -0,62 0,77 a-0,47 <0,001* -0,44  -0,56a-0,32 <0,001* -040  -0,53a-0,28 <0,001*
CG (+GG) +7,53 1,62 213,43 0,013* +7,15 2,61a 11,70 0,002* +5,18 0,67 a9,70 0,025*

Abreviacbes: B, Estimativa; IC, intervalo de confianca; PAB, presséo arterial basal. "Gendtipo de
referéncia: CC. * p<0.05.
Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 5 - Efeito do polimorfismo rs13218757 no gene TRPA1 nas mudancas na
pressao arterial induzida por propofol apés ajuste para variaveis selecionadas.

I e L
R2=0,42 RMSE=15,30 R?=0,33 RMSE=11,70 R2=0,26 RMSE=11,70
“ B 95% IC P B 95% IC P B 95% IC P
+0,82 -7,62a9,26 0,848 2,13 -855a4,27 0,511 -1,31 -7,70a5,07 0,685
-0,10 -0,32a0,11 0,339 -0,03 -020a0,12 0,637 +0,00 -0,15a0,16 0,932
+1,24 +0,59a1,89  <0,001* +0,86 0,36a1,36 <0,001* +0,77 0,28a1,27  0,002*
PAB -0,62 -0,77a-0,47  <0,001* -0,44 -0,56a-0,31  <0,001* -0,40 -0,53a-0,27 <0,001*
+8,11 2,12a14,10 0,008* 7,66 3,06a1227 0,001* 5,62 1,04210,21 0,016*

Abreviacdes: B, Estimativa; IC, intervalo de confianca; PAB, pressao arterial basal. °Genétipo de
referéncia: GG. * p<0.05.
Fonte: Elaborado pela autora.

A figura 7 apresenta os efeitos de haplétipos envolvendo os trés polimorfismos
no gene TRPAl estudados sobre as variagbes (A) na PAS, PAM e PAD apos a
administracdo do propofol no quarto minuto. A menor variagio na PAM e PAD

apareceram para o haplotipo CGA (p<0,05).



43

Figura 7 - Efeitos dos hapl6tipos do gene TRPAL sobre as variagdes (A) na PA apos
a administracao do propofol. Os dados séo apresentados como média + EPM. *P<0,05
versus haplétipo mais prevalente (CCG).
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Fonte: Elaborado pela autora.

A anélise de RLM relativa ao estudo dos haplotipos dos polimorfismos estudados esta

apresentada na tabela a seguir (tabela 6).

Tabela 6 - Efeito dos haplétipos TRPAL nas mudancas na pressao arterial induzida
por propofol apds ajuste para variaveis selecionadas.

_ Variag¢do na PAS (mmHg) Variagdo na PAM (mmHg) Variagdo na PAD (mmHg)

R?=0,39 RMSE=15,40 R?=0,28 RMSE=11,70 R?=0,24 RMSE=11,70
Fonte B 95% IC P B 95%IC P B 95% IC P
Uso of iECA -0,09 -0,23a 0,05 0,207 -0,07 -0,17a 0,03 0,199 -0,00 -0,11a 0,09 0,877
Idade (anos) +0,98 0,56a1,41 <0,001* +0,72 0,39a1,04 <0,001* +0,63 0,31a0,95 <0,001*
IMC (kg/m2) -0,74 -4,78 a 6,27 0,790 -1,46 -5,64a2,72 0,493 +0,10 -4,06a 4,26 0,962
PAB -0,60 -0,70a-0,50 <0,001* -0,40 -0,49a-0,32 <0,001* -0,38 -0,472a0,30 <0,001*
Hapléptipos?
CGA +6,04  090a11,08 0,021* +5,74  1,81a9,67 0,004+ +4,55 0,65 a 8,45 0,022*
CGG +3,73  -27,16a34,63 0,812 +2,02  -21,58a 25,62 0,866 -0,04 -23,52a23,42 0,997
TCG +0,41 -5,58a6,41 0,892 -1,27 -5,854a 3,31 0,586 -1,90 -5,64 a 3,45 0,636

AbreviacBes: B, Estimativa; Cl, intervalo de confianca; PAB, pressdo arterial basal. “Haplétipo de
referéncia: CCG. * p<0.05.
Fonte: Elaborado pela autora.

A variacdo de FC apds a administracdo de propofol ndo foi diferente nos

gendtipos de todos os polimorfismos estudados (figura 8; p<0,05).
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Figura 8 - Efeitos de polimorfismos no gene TRPAL1 sobre as variagdes (A) na FC
apos a administragéo do propofol.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Este resultado se manteve inalterado mesmo apds a analise de RLM relativa aos

genotipos (tabela 7) e hapldétipos (tabela 8) conforme se segue:

Tabela 7 — Efeito dos gendtipos TRPA1 nas mudancas na frequéncia cardiaca
induzida pelo propofol apds o ajuste para variaveis selecionadas.

FC (bpm)
R2=0,25 RMSE=11,10

Fonte B 95% ClI P
Idade (anos) -0,10 -0,20 a 0,00 0,034*
IMC (kg/m2) -0,09 -0,40 a 0,20 0,525
Uso de iIECA -1,70 -5,66 a 2,23 0,394
PAB -0,40 -0,49 a-0,31 <0,001*
Gendétipos

rs9208292 +3,31 -1,18 a 7,82 0,148
rs16937976° +5,52 -17,29 a 28,34 0,633
rs13218757¢ -4,01 -27,04 a 19,01 0,731

Abreviaturas: B, Estimativa de parametro; IC, intervalo de confianca; HR, frequéncia cardiaca; PAB,
pressdo arterial basal, genotipo 2 Genodtipo de referéncia: CC; °Genétipo de referéncia: CC; ¢ Geno6tipo
de referéncia: GG, * p <0,05.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 8- Efeito dos haplétipos TRPAL1 nas mudancas na frequéncia cardiaca
induzida pelo propofol apds o ajuste para variaveis selecionadas

HR (bpm)
R2=0,24 RMSE=11,10
Fonte B 95% CI P
Idade (anos) -0,10 -0,20 a 0,00 0,034*
IMC (kg/m2) -0,09 -0,40 a 0,20 0,525
Uso de iECA -1,70 -5,66 a 2,23 0,394
PAB -0,40 -0,49 a-0,31 <0,001*
Haplétipos
CGA +1,00 -2,70 24,72 0,594
CGG +4,82 -17,49 a 27,14 0,671
TCG +2,58 -1,75a6,91 0,243

Abreviaturas: B, Estimativa de pardmetro; IC, intervalo de confianca; HR, frequéncia cardiaca; PAB,
pressao arterial basal, genétipo @ Haplotipo de referéncia: CCG. * p<0.05.

Fonte: Elaborada pela autora.

Outro achado importante € que nenhum genétipo ou haplétipo dos polimorfismos do
TRPA1 aqui estudados afetaram os valores basais (antes da injecédo de propofol) para
valores basais de PAS, PAM e PAD, conforme figuras 9 e 10 apresentadas a seguir
(P> 0,05).
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Figura 9 - Efeitos dos gendtipos TRPAL na presséao arterial (PA) antes da anestesia
com propofol. (A) Efeitos dos gendtipos CC (n=127) e TC (n = 35) para o polimorfismo
rs920829 nos efeitos da PA sistélica, média e diastolica. (B) dos gendtipos CC (n =
119), CG + GG (n = 44) para o polimorfismo rs16937976 na PA sistélica, média e
diastdlica. (C) Efeitos do GG (n = 120) e AG + AA (n = 42) gendtipos para o
polimorfismo rs13218757 na PA sistolica, média e diastdlica. Os dados sé&o
apresentados como médias + EPM.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 10 - Efeitos dos haplotipos TRPAL na presséo arterial (PA) antes da anestesia
com propofol. Efeitos dos haplétipos CCG (n = 240), CGA (n = 46) e TCG (n = 31)
TRPAL na PA sistdlica, média e diastélica. Os dados sédo apresentados como médias
+ EPM.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A analise de cada polimorfismo em relagéo a idade, ao IMC e ao sexo para
avaliar a prevaléncia (apresentada em %).

Para todos os polimorfismos rs920829, rs16937976 e rs13218757, nao se
observou diferenca significativa na amostra quanto a idade e ao IMC para os
genodtipos estudados. Dados apresentados nas tabelas de contigéncia 9, 10 e 11

respectivamente.

Tabela 9 — Analise descritiva dos diferentes gendtipos do polimorfismo rs920829
relativo aos parametros idade e IMC.

Gendtipo N Média Mediana DP EP p
IDADE  CC 118 557 570 1365 1257 g3
TC 30 543 55,5 15,58 2,845
IMC CC 114 25,3 249 4,15 0,389 0,412
TC 29 246 25,2 4,08 0,758

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 10 - Andlise descritiva dos diferentes genotipos do polimorfismo rs16937976
relativo aos parametros idade e IMC.

Gendtipo N Média Mediana DP EP p

IDADE CcC 108 55,3 56,5 14,17 1,364 0,931
CG(+GG) 41 55,5 0,630 13,61 2,126

IMC CcC 105 25,4 25,3 4,10 0,400 0,312
CG(+GG) 39 24,6 0,412 4,19 0,670

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 11 - Andlise descritiva dos diferentes genoétipos do polimorfismo rs13218757
relativo aos parametros idade e IMC.

Gendtipo N Média Mediana DP EP p
IDADE GG 109 55,3 56,0 14,11 1,352 0.998
AG(+AA) 39 55,3 55,0 13,74 2,201
IMC GG 106 25,4 25,2 4,08 0,397 0,253
AG(+AA) 37 24,5 24,0 4,20 0,691

Fonte: Elaborado pela autora.

Considerando-se o0 sexo, para o polimorfismo rs920829 observou-se que
82,5% pacientes do sexo feminino possuem o genétipo GG enquanto 17,5% possuem
0 genotipo TC. Ja os pacientes do sexo masculino, 76,5% apresentaram o genaotipo
CC e 23,5% apresentaram o genétipo TC. Para o polimorfismo rs16937976 observou-
se que 68,8% pacientes do sexo feminino possuem o genétipo CC enquanto 31,3%
possuem o genotipo CG. Ja os pacientes do sexo masculino, 76,8% apresentaram o
gendtipo CC e 23,2% apresentaram 0 gendétipo CG. Quanto ao polimorfismo
rs13218757 observou-se que 69,6% pacientes do sexo feminino possuem o genotipo

GG enquanto 30,4% possuem 0 gendtipo AG. Ja os pacientes do sexo masculino,
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78,3% apresentaram o gendtipo GG e 21,7% apresentaram o gendtipo AG (tabela
12).

Tabela 12 - Distribuicao relativa a sexo para os diferentes polimorfismos.

TRPA1 #1 rs920829

SEXO CC TC Total
F Observado 66 14 80
% do total 44 6 % 9,5% 54,1 %
M Observado 52 16 68
% do total 35,1 % 10,8 % 459 %
Total Observado 118 30 148
TRPA1 #2 rs16937976

SEXO CC CG (+GG) Total
F Observado 55% 25% 80%

% do total 36,9 % 16,8 % 53,7 %
M Observado 53% 16% 69%

% do total 35,6 % 10,7 % 46,3 %
Total Observado 108 41 149

TRPA1 #3 rs13218757
SEXO GG AG(+AA) Total
F Observado 55 24 79
% do total 37.2% 16,2 % 53,4 %
M Observado 54 15 69
% do total 36,5% 10,1 % 46,6 %

Total Observado 109 39 148

Fonte: Elaborado pela autora.

Outra questdo que precisavamos responder € se os diferentes genétipos e

haplétipos do TRPA1L, avaliados neste estudo, impactariam nos niveis plasmaticos de
NOX, nitrato e nitrito em resposta a anestesia com propofol.

Para o polimorfismo rs920829, os pacientes portadores do gendtipo CC
apresentaram aumentos maiores nos niveis de NOx e nitrato em resposta ao propofol

do que aqueles portadores do gendtipo TC. Figura 11A, p<0,05. Contudo, ndo houve
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impacto na pressdo arterial. Por outro lado, os polimorfismos rs16937976 e
rs13218757 e o haplotipo CGA impactaram na reducéo da pressao arterial sem afetar
0s niveis de NOX, nitrito e nitrato ap0s a anestesia com propofol (Figuras 11B e 11C;
P> 0,05).
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Figura 11 - Impacto dos genétipos TRPA1 nas altera¢des nas concentragdes de NOX,
nitrito e nitrato induzidas pelo propofol. (A) Efeitos dos genétipos CC (n = 127) e TC
(n = 35) para 0 SNP rs920829. (B) Efeitos dos gendtipos CC (n =119), CG + GG (n =
44) para o SNP rs16937976. (C) Efeitos dos genotipos GG (n = 120) e AG + AA (n =
42) para o SNP rs13218757. Os dados sdo mostrados como médias + DP. * P <0,05.
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Fonte: Elaborado pela autora

Nenhum dos haplétipos estudados mostrou uma mudanca significativa para

variagcdes de Nox, nitrato e nitrito. (P > 0,05; dados n&o mostrados).
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DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

Os principais achados do presente trabalho foram que: (I) o propofol exerceu
efeitos hipotensores semelhantes em pacientes hipertensos tratados com IECA; (ll) o
genotipo CG(+GG) para o polimorfismo rs16937976 e o gendtipo AG(+AA) para o
polimorfismo rs13218757 foram associados a menores quedas na PAS, PAM e PAD
em resposta ao propofol; (Ill) o polimorfismo rs920829 ndo teve impacto nos
parametros hemodinamicos; (IV) o haplétipo CGA apresentou menor queda nos
valores da pressao arterial média e diastolica quando comparado ao referéncia CCG.
(V) os valores de Pressédo Arterial (PAS/PAM/PAD) e idade e apOs a anestesia
propofol se correlacionaram negativamente; (VI) os valores de Pressao Arterial
(PAS/PAM/PAD) e IMC e ap6s a anestesia propofol se correlacionaram positivamente;
(VII) o genotipo CC para o polimorfismo rs920829 mostrou maior aumento nos niveis
de NOXx e nitrato em resposta ao propofol do que os portadores do genadtipo TC. (VIII)
nao houve alteracdo nos niveis de NOX, nitrato e nitrito apds anestesia com propofol
para os polimorfismos rs16937976 e rs13218757 e para os haplotipos. (1X) ndo houve
impacto nos valores de frequéncia cardiaca em nenhum dos polimorfismos estudados
e seus haplotipos.

Nosso estudo foi pioneiro em avaliar se os genoétipos TRPAL e haplétipos
afetam os parametros hemodinamicos e a biodisponibilidade de NO apds anestesia
com propofol.

Os efeitos nocivos e hemodindmicos de certos anestésicos limitam seu uso
clinico. Em particular, o propofol, 0 mais amplamente utilizado anestésico intravenoso
em todo o mundo, produz dor a injecdo que ndo pode ser totalmente evitada com as
estratégias atuais e hipotensdo, ambas em grande parte atribuiveis a ativacdo do
TRPA1 (MATTA et al., 2008; SINHA et al., 2015).

O propofol é um dos anestésicos intravenosos mais comumente usados para a
inducdo e manutencdo da anestesia geral e sedacdo. Além de suas propriedades
anestésicas, o propofol tem varios efeitos ndo anestésicos, um dos quais € a
modulacdo da funcédo do receptor do TRP. (MATTA et al., 2008). Os anestésicos
gerais ativam um canal ibnico nociceptivo para aumentar a dor e a inflamacéo. Proc
et al. (2008) indicou que o propofol ativa diretamente os receptores TRPAL em células
293 de rim embrionéarias humanas, além disso, o propofol restaura a sensibilidade dos

receptores TRPV1 apo0s a dessensibilizacdo induzida por agonistas e atenua a
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dessensibilizagdo induzida por agonista por meio de uma via de sinalizagao
dependente da proteina quinase C em neurbnios sensoriais do ganglio da raiz dorsal
(DRG) de camundongos.

Zhang et al. (2011), testou a hipétese de que o propofol restaura a sensibilidade
do receptor TRPV1 a estimulagdo agonista por meio de uma via dependente de
TRPAL. Além disso, também testaram a hipétese de que a ativacdo do TRPAl
restaura a sensibilidade do receptor TRPV1 a estimulagéo agonista. Descobriram que
€ dose dependente de propofol a restauracdo da sensibilidade do TRPV1 a
estimulagcdo do agonista via TRPA1 numa via de sinalizacdo dependente e que a
ativagcdo TRPAL restaura a sensibilidade do TRPV1 a estimulacdo agonista em
neurdnios sensoriais. Os resultados também implicam que TRPAL e TRPV1 poderiam
interagir diretamente e formar um heterdmetro.

Estudos anteriores mostraram que o canal TRPA1 esta envolvido na regulacao
do ténus vasomotor (EARLEY, S.; GONZALES, A.L.; CRNICH, R., 2009), canais de
receptor potencial transitorio e funcéo vascular, evidenciando a relevancia fisiologica
dos receptores TRPAL no sistema cardiovascular in vivo. Além disso, foi demonstrado
gue o propofol ativa e modula a sensibilidade do canal ibnico TRPAL a ativacao
agonista em neurdnios sensoriais e sistemas de expressao heterdlogos (FISCHER et
al., 2010). No entanto, uma ligacdo entre os anestésicos e a ativacdo do TRPAL na
modulacédo do tbnus vasomotor in vivo ainda nao foi estabelecida.

Sinha et al. (2015) mostraram que as respostas depressoras induzidas por
propofol in vivo sdo mediadas, pelo menos em parte, por TRPAL. No estudo deles, in
Vivo, a resposta depressora ao propofol foi realmente atenuada em camundongos
TRPA1 null numa dose de propofol de 2,5 mg / kg, a qual é clinicamente relevante
para uso em anestesia (2—2,5 mg / kg). Portanto, aqueles dados indicaram que os
canais TRPA1l desempenham um papel importante na mediacdo da resposta
depressora induzida por propofol observada in vivo.

Numerosos estudos identificaram que o propofol tem propriedades
vasodilatadoras expressivas in vivo (SILVA et al., 2011; PEREIRA et al., 2013) e in
vitro (KASSAM et al., 2011; KLOCKGETHER-RADKER et al., 2000) .

Além disso, foi demonstrado que o propofol ativa e modula a sensibilidade do
canal ibnico TRPAL1 a ativagdo agonista em neurdnios sensoriais e sistemas de
expressao heterdlogos (Fischer et al.,, 2010). No entanto, uma ligacdo entre os

anesteésicos e a ativagdo do TRPA1 na modulag&o do ténus vasomotor in vivo ainda
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nao foi estabelecida.

Para Ton et al. (2017) utilizaram a analise filogenética, combinada com a
modelagem molecular e estudos funcionais de TRPA1, para identificar locais criticos
para ativacdo por anestésicos gerais. Revelaram que o isoflurano e o propofol
compartilham um bolso de ligacdo potencial com A-967079, localizado no S5, S6 e na
primeira hélice do poro. Além disso, mostraram que esses anestésicos gerais nocivos
interagem com um conjunto distinto de aminoacidos necessarios para seus efeitos
agonisticos.

Por outro lado, a inibicdo combinada de canais eNOS ou BKCa virtualmente
abole o efeito vasodilatador, enquanto a inibicdo individual atenua marcadamente a
resposta depressora induzida por propofol. Ainda, de acordo com Sinha et al. (2015),
o efeito da inibicdo de eNOS e BKCa é perdido em camundongos knockout para
TRPAL (KO). Mais recentemente, Talavera et al. (2020) descreveram claramente dois
mecanismos que foram propostos para explicar a vasodilatacdo dependente do
TRPA1: a vasodilatacdo induzida pelo nervo e a vasodilatacdo dependente do
endotélio. A ativacdo do canal TRPAL nos nervos sensoriais perivasculares leva a um
influxo de Ca2 + que subsequentemente causa a liberacdo do peptideo relacionado
ao gene da calcitonina (CGRP) dos nervos sensoriais que inervam a parede vascular.
O CGRP se liga ao seu receptor acoplado a proteina G (GPCR) nas células do
musculo liso (SMC) e causa hiperpolarizacdo da membrana, relaxamento dos miécitos
e dilatacao arterial. Os agonistas do TRPA1 na corrente sanguinea podem ativar o
canal nas células endoteliais, resultando no influxo de Ca2 +. O Caz2 + intracelular alto
leva a hiperpolarizacdo das células endoteliais por meio da estimulacéo dos canais de
K + ativados por Ca2 + (KCa).

O mecanismo pelo qual o propofol atua na vasculatura € controverso. Pode
envolver a modulacdo direta do tbnus vascular de forma endotélio-dependente ou
independente, dependendo da espécie (rato, suino e humano) e do leito vascular
(toracico e coronario) de onde foram obtidas as arteriolas (TALAVERA et al., 2020).
Especificamente, desnudamento endotelial (KLOCKGETHER-RADKE et al., 2000) e
e inibicdo de e-NOS (PARK et al., 1995) resultaram em dilatacdo sustentada por
propofol e demonstraram um papel dos canais BK na resposta.

O mecanismo classico proposto para o efeito vasorelaxante do propofol é por
meio da regulagao positiva do NO. De fato, o propofol promove efeitos hipotensivos

dependentes da dose que estdo, pelo menos em parte, relacionados a aumentos na
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formacdo de NO derivado da eNOS (SINHA et al., 2015; OLIVEIRA-PAULA et al.,
2018). Alinhado com essa evidéncia, observamos aumento das concentracdes de
nitrito plasméatico apés a administracdo de propofol, sugerindo um aumento da
biodisponibilidade de NO induzida por este anestésico.

Pereira et al. (2013) atenua a nocicepg¢ao visceral por um mecanismo
independente de células residentes inflamatorias, 6xido nitrico e sistema opioide. Eur
et al. (2013) descobriram que o bloqueio do TRPAL atenua a nocicepc¢ao visceral por
um mecanismo independente da modulacdo das células residentes, 6xido nitrico e
vias opioides. Da mesma forma, nossos achados sugerem que alguns polimorfismos
e haplétipos do TRPA1 podem reduzir a resposta a hipotensdo do propofol por um
mecanismo independente das vias do 0xido nitrico.

No presente estudo, estudamos 3 polimorfismos para o gene TRPAL. Eles
foram rs920829, rs16937976 e rs13218757. Identificamos o papel de dois deles nas
variacbes das pressdes arteriais. Tanto o polimorfismo rs16937976 quanto o
rs13218757 mostraram maiores quedas de presséao arterial sistolica, pressao arterial
meédia e pressao arterial diastolica no quarto minuto apds injecdo endovenosa de
propofol na dose proposta para o genotipo ancestral. Ja o polimorfismo rs920829 nao
apresentou variacdes nas pressodes arteriais sistélicas, diastolica e média expressiva
em nenhum dos genotipos estudados. Também ndo houve variacdo nos valores de
frequéncia cardiaca para nenhum dos polimorfismos estudados.

Outro dado que analisamos foi o da pressédo arterial no momento 0’ dos
participantes do estudo e se elas possuiam tendéncia a serem mais elevadas de
acordo com o genatipo. Para nenhum dos polimorfismos estudados, houve correlacéao
entre valores altos de pressao arterial basal e genotipo.

A descoberta do TRPA1, o qual é localizado em 60-75% do TRVP1,
proporcionou melhor conhecimento do mecanismo da ativacdo dos neurbnios
sensoriais e liberacdo de neuropeptideos (BAUTISTA et al., 2005). Contudo, para
efeitos cardiovasculares, ainda ha necessidade de maiores dados. Quando deletado
o TRPA1 em camundongos, ndo houve efeito sobre a presséo arterial ou funcéo
cardiaca em condi¢cBes basais ou em resposta a angiotensina 1. (BODKIN et al.,
2014). No entanto, a administracdo sistémica de cinamaldeido agonista TRPA1
altamente seletivo induziu uma resposta hipotensiva transitoria em camundongos do
tipo selvagem (WT), mas ndo em camundongos knockout para TRPA1 (KO). Segundo

Pozsgai et al. (2010), sugerindo que o TRPA1 pode estar envolvido na regulagcéo da
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resposta autondmica vasovagal. O TRPA1 possui papel na regulagédo do tbnus
vascular periférico. Aubdool et al. (2016) mostraram que a estimulagéo do TRPAL1 pelo
cinamaldeido pode mediar a vasodilatacdo neurogénica periférica majoritarmente pelo
neuropeptideo sensorial CGRP.

Os resultados dessa equipe sugerem que a producdo de espécies reativas
deoxigénio e nitrogénio (RONS) induzida por cinamaldeido, especialmente
peroxinitrito, estd possivelmente ligado a ativacdo downstream do TRPAL1 por
cinamaldeido. No entanto, uma vez produzido, ndo podemos excluir a possibilidade
de RONS atuar diretamente no TRPAL1 para mediar os efeitos vasculares, pois 0
TRPAL pode atuar como um sensor das espécies reativas de oxigénio. A concluséo
a que se chegou é que é possivel que a formacao de peroxinitrito induzida por TRPA1
apos o tratamento com cinamaldeido pode diretamente ativar TRPA1L, levando a uma
acao modulatoria positiva de RONS em TRPAL, para mediar a vasodilatacdo na
vasculatura da pele.

Ton et al. (2017) identificaram um sitio de ligacao anestésica putativo no TRPA1
e aminoacidos essenciais necessarios ao reconhecimento anestésico. Mostraram
também que o isoflurano e o propofol compartiiham o mesmo sitio de ligacdo e
interagem com o0s residuos de serina e metionina para ativarem o TRPAL.
Curiosamente, os residuos de metionina podem representar alvos primarios para
anestésicos.

Assim, a informacéo estrutural da ligacdo do propofol ao TRPA1L identificada
por Ton et al. (2017) associada aos nossos achados acerca dos polimorfismos deste
gene podem auxiliar no projeto de compostos que podem combater esses efeitos,
incluindo drogas que bloqueiam a ligacdo do propofol sem afetar de outra forma o
gating do TRPAL.

Em relacdo a interferéncia dos polimorfismos estudados, verificamos que os
niveis de NOx e Nitrato foram afetados pelo polimorfismo rs920829. Pacientes com
gendtipo CC apresentaram maiores aumentos nos niveis de NOx e nitrato em
resposta ao propofol do que portadores do genétipo TC. No entanto, isso foi
insuficiente para produzir hipotensdo mais intensa e afetar os niveis de nitrito apés a
infusdo de propofol por razées desconhecidas. Na verdade, o NO tem uma meia-vida
muito breve, limitando a avaliacdo da producdo de NO enddgeno in vivo. Portanto, a
medi¢&o dos produtos de oxidac&o do NO (nitrito e nitrato) € comumente usada como
um indice de biodisponibilidade do NO (METZGER et al., 2006).
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Embora a avaliagdo do nitrato no plasma tenha sido frequentemente usada
como um parametro de formacdo de NO, varios estudos tém demonstrado
consistentemente que a medi¢do das concentracdes de nitrito circulante resulta em
informacdes muito melhores (KLEINBONGARD et al., 2006)

Entéo, a utilidade clinica da avaliagdo do nitrato para avaliar a formacao de NO
pode ser limitada por muitos fatores interferentes, como dieta, condi¢cfes clinicas,
medicamentos, tabagismo e outros fatores ambientais (ELLIS et al., 1998). Portanto,
0s possiveis efeitos das variantes do TRPAL na sinalizacdo de NO podem n&o ser
refletidos pelos niveis de nitrato plasmético.

Os polimorfismos rs16937976 e rs13218757 e os haplétipos ndo apresentaram
impacto adicional nos niveis de NOx, Nitrito e Nitrato, levando-nos a concluir que
esses polimorfismos de TRPA1 podem modificar a diminuigcdo da presséao arterial
induzida por propofol por meio de outro mecanismo que ndo a modulagcdo da
biodisponibilidade de NO. Estudos recentes de estrutura-funcdo, modelagem
molecular e rotulagem de fotoafinidade sugerem fortemente que o propofol se liga ao
TRPA1 em varios locais (TON et al., 2017).

Agonistas de TRPAL causam dilatacdo de varias artérias, e essas respostas
sdo menores quando os vasos sao tratados com bloqueadores de TRPA1 ou em
preparacoes isoladas de camundongos deficientes em TRPA1 (QIAN et al., 2013).
Notavelmente, a vasodilatacdo mediada por TRPAL1 em anéis de artéria mesentérica
de camundongo ocorre de maneira endotelial e independente de neuropeptideos
(POZSGAI et al., 2010). Esses achados levantam a possibilidade de que ndo apenas
0S mecanismos mediados pelos nervos sensoriais sejam responsaveis pelo
vasorelaxamento dependente do TRPAL.

Além disso, a resposta depressora provocada pelo propofol ndo é totalmente
abolida quando o TRPA1l é excluido (SINHA et al.,, 2015). Mesmo a inibicéao
combinada dos canais eNOS e BKCa anula o efeito, sugerindo que o propofol pode
interagir diretamente com os canais eNOS e / ou BKCa in vivo (SINHAROY et al.,
2015). Alternativamente, outros mediadores e canais também podem estar
envolvidos. Alguns relatérios anteriores demonstraram um papel para os canais de K
+ dependentes de ATP e produtos da ciclooxigenase na mediacdo das respostas
depressoras induzidas por propofol (LAM et al., 2010).

Assim, os polimorfismos rs16937976 e rs13218757 possivelmente modificaram

esses mecanismos, levando a um valor menor da presséao arterial apés a infusao de
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propofol. Além disso, os agonistas do TRPA1 causam a liberagdo de adrenalina do
cortex adrenal (IWASAKI et al., 2008), levando a alteracdes cardiovasculares
sistémicas e uma variedade de acdes vasculares em leitos vasculares diferentes.
Existem algumas limitacdes no presente estudo. N&o examinamos outros
polimorfismos em genes que codificam proteinas relacionadas a modulacdo do
TRPA1 que poderiam afetar as respostas hipotensivas ao propofol, como PRKCA e
VEGF (OLIVEIRA-PAULA et al.,, 2017). Portanto, outros polimorfismos genéticos

ainda precisam ser avaliados.
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7. CONCLUSOES

Nossos resultados mostram que a anestesia com propofol induz respostas
hipotensoras mais intensas em pacientes portadores de genétipos ancestrais CC e
GG para os polimorfismos rs16937976 e rs13218757 do gene TRPA1l. A menor
variagdo foi para o haplétipo CGA. Os valores pressoricos basais ndo foram
impactados pelos diferentes gendtiplos e haplétipos estudados.

Para os diferentes gendétipos e haplétipos estudados, ndo encontramos relagédo
entre uma queda mais significativa da pressao arterial e um aumento dos niveis de
Nox, nitrato e nitrito. Apenas o gendtipo CC para o polimorfismo rs920829 mostrou
maior aumento nos niveis de NOx e nitrato em resposta ao propofol do que os
portadores do gendtipo TC. Contudo, ndo houve impacto na resposta hipotensora,
corroborando para a hipétese de que outras vias e canais possam estar envolvidos na
resposta hemodinamica.

Mais estudos s&do necessarios e desejados nesse sentido. Com melhor
conhecimento genético, a expectativa é que no futuro as medicagcdes sejam melhores
indicadas para cada paciente conforme seu genotipo e haplétipo. Além da
possibilidade de formulacdo de medicacbes com menos efeitos colaterais com

potencializacao do objetivo clinico de cada uma.
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ANEXO - Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA 8-

H N G
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO FMRP-USP

RIBEIRAD PRETO

Ribeirao Preto, 04 de abril de 2013
Oficion® 1129/2013
CEP/MGV

Prezado Senhor,

O trabalho intitulado “MARCADORES GENETICOS E
BIOQUIMICOS ENVOLVIDOS NAS ALTERACOES HEMODINAMICAS
DECORRENTES DA INDUCAO ANESTESICA”, foi analisado pelo Comité de Etica
em Pesquisa, em sua 363* Reunidao Ordinaria realizada em 01/04/2013, ¢
enquadrado na categoria: APROVADO, bem como o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, de acordo com o Processo HCRP n® 2387 /2013.

De acordo com Carta Circular n° 003/2011/CONEP/CNS,
datada de 21/03/2011, o sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o
caso, devera rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE — apondo sua assinatura na ultima do referido Termo; o
pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — apondo sua assinatura na
ultima pdagina do referido Termo.

Este Comité segue integralmente a Conferéncia Internacional
de Harmonizacao de Boas Praticas Clinicas (IGH-GCP), bem como a Resoluc¢ao n°
196/96 CNS/MS.

Lembramos e devem ser apresentados a este CEP,
Relatério Parcial e o Relatorio Final da pesquisa.

Atenciosamente.

mwua?j W ueve

MARCIA GUIMARAES VILLANOVA
Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

Ilustrissimo Senhor
GUSTAVO HENRIQUE OLIVEIRA DE PAULA
Depto. de Farmacologia - FMRP-USP

hoia Comité de Etica em Pesquisa HCRP e FMRP-USP
Campus Universitério — Monte Alegre FWA-00002733:IRB-00002186 ¢ Registro PB/CONEP n 5440
14048-900 Ribeirdo Preto  SP (16) 3602 2228
cep@hcrp.usp.br
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APENDICE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Marcadores genéticos e bioquimicos envolvidos nas alteragées

hemodinamicas decorrentes da indugao anestésica”

Responsaveis:

Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos (FMRP-USP) (0xx16
3602 3163)

Prof. Dr. Luis Vicente Garcia (FMRP-USP) (0xx16 3602 2452)
Colaborador:

Gustavo Henrique Oliveira de Paula - Pés-graduando (FMRP-USP) (0xx16
81477565)

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de um estudo cujos detalhes séo:

1) Este projeto pretende basicamente estudar algumas variacbes comuns de
alguns dos seus genes (que transmitem caracteristicas hereditarias) que podem
estar associadas a algumas mudancas que podem ocorrer durante a anestesia,
como por exemplo mudancas na pressao arterial. Além disso, pretendemos
estudar como estas variacdes podem modificar as quantidades de algumas
substancias produzidas pelo seu organismo presentes no seu sangue. Isto podera
nos auxiliar no entendimento das alteracdes que acontecem durante a anestesia.
2) Sua participacéo neste estudo sera:

Serdo retirados, por 2 vezes, 15 mL do seu sangue, Este volume de sangue é
cerca de 20 (vinte) vezes menor do que o volume de sangue habitualmente doado
guando um individuo doa sangue para bancos de sangue. Este sangue sera
utilizado para realizar todos os estudos laboratoriais mencionados acima.

3) Vocé tera direito a ressarcimento financeiro caso ocorram gastos gerados
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exclusivamente pela sua participacdo como voluntério desta pesquisa.

4) O paciente que venha participar dessa pesquisa em nivel de p6s-graduacéo,
caso tenha algum dano decorrente da pesquisa, ndo abre mao dos seus direitos
de indenizacéo de acordo com as leis vigentes no pais.

5) NOS NAO PODEMOS E NAO GARANTIREMOS QUE VOCE RECEBERA
QUALQUER BENEFICIO DIRETO DESTE ESTUDO.

6) Indiretamente, acreditamos que este estudo trara como beneficio um
entendimento das alteracdes hemodinamicas decorrentes da inducdo anestésica.
7) Qualquer dado que possa ser publicado posteriormente em revistas cientificas,
nao revelara a sua identidade. Entretanto, 6rgados governamentais ligados a saude
podem solicitar informacdes a respeito da pesquisa e identidade dos voluntarios
nela envolvidos.

8) Vocé pode retirar o seu consentimento para participar deste estudo a qualquer
momento, inclusive sem justificativas e sem qualquer prejuizo para vocé.

9) Vocé tera a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou
esclarecimento de qualquer duvida a respeito dos procedimentos, riscos,
beneficios e de outras situacdes relacionadas com a pesquisa e 0 procedimento
a que sera submetido. Qualquer questao a respeito do estudo ou de sua saude
deve ser dirigida ao Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos do Departamento
de Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP), ao Prof.
Dr. Luis Vicente Garcia do Departamento de Biomecéanica (FMRP) ou ao Pos-
graduando Gustavo Henrique Oliveira de Paula do Departamento de
Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP). O telefone do
Comité de Etica em Pesquisa da FMRP é 016-3602-2228.
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Eu, )
abaixo assinado, declaro que em_/__/_ fui devidamente informado em detalhes

pelo pesquisador responsavel no que diz respeito ao objetivo da pesquisa, aos
procedimentos que serei submetido, aos riscos e beneficios, a forma de
ressarcimento no caso de eventuais despesas, bem como a indeniza¢do quanto
por danos decorrentes da pesquisa. Declaro que tenho pleno conhecimento dos
direitos e das condi¢bes que me foram asseguradas e acima relacionadas.

Declaro, ainda, que concordo inteiramente com as condi¢gdes que me foram
apresentadas e que, livremente, manifesto a minha vontade de participar do

referido projeto.

Ribeirdo Preto, de de

Assinatura do voluntéario Assinatura do investigador/testemunha



