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A hipertensão é um fator de risco bem estabelecido para doenças 

cardiovasculares. Embora existam muitas classes de drogas disponíveis, os 

inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina (iECA) são uma das classes 

mais amplamente utilizadas. O efeito anti-hipertensivo dos iECA envolve a 

vasodilatação e a melhora da função endotelial através da inibição da ECA, 

levando a uma diminuição da formação de angiotensina II (ang II) e aumento dos 

níveis de bradicinina. A diminuição da pressão arterial promovida pelo iECA é 

explicada, ao menos em parte, pelo aumento da formação de óxido nítrico (NO) 

proporcionado pela bradicinina e diminuição do estresse oxidativo e 

vasoconstrição induzidos pela ang II. Apesar de vários estudos com modelos 

animais e in vitro evidenciarem que o tratamento com iECA promove aumento da 

biodisponibilidade de NO em nível tecidual, não existe consenso entre os estudos 

clínicos que buscam associação dos níveis circulantes dos metabólitos estáveis de 

NO com a resposta anti-hipertensiva a essa classe de drogas. Além disso, 

evidências crescentes indicam que os efeitos de drogas que aumentam a 

biodisponibilidade de NO são modulados por polimorfismos no gene da síntase 

endotelial do óxido nítrico (eNOS) e do receptor tipo 2 de bradicinina (BDKRB2). 

Assim, os objetivos do nosso estudo foram: 1) Identificar possíveis associações 

entre o tratamento com enalapril e mudanças em marcadores relevantes 

relacionados ao estresse oxidativo e a formação de óxido nítrico e 2) investigar se 

polimorfismos genéticos/haplótipos nos genes da eNOS e do BDKRB2 afetam a 

resposta anti-hipertensiva ao enalapril. Para atingir nosso primeiro objetivo,  

dezoito pacientes hipertensos foram tratados com enalapril por 60 dias e  

dezoito voluntários normotensos foram seguidos pelo mesmo período de tempo. 

Amostras de sangue venoso foram coletadas antes do início do tratamento e após 

30/60 dias de tratamento com enalapril. As concentrações de NOx (nitrito + nitrato) 

no plasma foram medidas usando reação de Griess. As concentrações de nitrito no 

plasma e no sangue total foram determinadas por quimioluminescência.  

Já as concentrações das espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e de  

8-isoprostano no plasma foram determinadas por método fluorimétrico e ELISA, 

respectivamente. O tratamento com enalapril diminuiu a pressão arterial nos 
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pacientes hipertensos. No entanto, não encontramos mudanças estatisticamente 

significativas nas concentrações de NOx plasmático e nitrito medidos no plasma e 

sangue total nem em marcadores de estresse oxidativo em indivíduos normotensos 

ou pacientes hipertensos tratados com enalapril. Adicionalmente, para atingirmos o 

segundo objetivo proposto, nós avaliamos cento e seis pacientes hipertensos 

tratados com enalapril por 60 dias. A diferença entre a pressão arterial média (PAM) 

antes e após o tratamento anti-hipertensivo foi definida como ∆PAM. Os pacientes 

foram agrupados como respondedores pobres (RP) ou respondedores bons (RB) 

quando ∆PAM foi menor ou maior que a mediana, respectivamente.  

O DNA genômico foi extraído a partir do sangue total e amostras foram então 

genotipadas para os polimorfismos da eNOS através de reação de PCR seguida 

por eletroforese para o polimorfismo 4b/4a e por PCR em tempo real para os 

polimorfismos T-786C e G894T. As frequências dos haplótipos da eNOS foram 

estimadas pelo programa PHASE. Os polimorfismos C-58T e BE1 +9/-9 e os 

haplótipos do gene BDKRB2 foram determinados por reação de PCR seguida por 

sequenciamento. Os genótipos TC/CC e o alelo C para o polimorfismo T-786C no 

gene da eNOS foram mais frequentes entre os RB quando comparado aos RP. 

Adicionalmente, o genótipo TT para o polimorfismo C-58T no gene do BDKRB2 foi 

mais frequente em RP quando comparado ao grupo dos RB. Não foram 

encontradas outras diferenças significativas nos demais genótipos avaliados nem 

nos haplótipos. Esses achados nos sugerem que o polimorfismo T-786C no gene da 

eNOS e C-58

 

T no gene do BDKRB2 afetam a resposta anti-hipertensiva ao 

enalapril.  

Palavras-chave: Hipertensão. Estresse oxidativo. Óxido nítrico. Enalapril. 

Farmacogenética. 
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Hypertension is an established risk factor in cardiovascular diseases. Although 

there are many available drugs, angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEi) 

are one of the most widely used drug class. The antihypertensive effects of ACEi 

involve vasodilation and improved endothelial function resulting from ACE 

inhibition, which lowers angiotensin II formation and increases bradykinin levels. 

The effect of blood pressure lowering of ACEi are explained, at least in part,  

by enhanced bradykinin-dependent nitric oxide (NO) formation and decreased 

angiotensin II-induced oxidative stress and vasoconstriction. Although previous 

studies in animal models or in vitro showed that ACEi increase NO bioavailability at 

tissue levels, there aren’t consensus regarding clinical studies involving circulating 

concentrations of NO metabolites in responsiveness to antihypertensive therapy. 

Moreover, there is growing evidence indicating that the effects of drugs that 

improve NO bioavailability are modulated by polymorphisms of endothelial nitric 

oxide syntase (eNOS) and bradykinin type 2 receptor (BDKRB2) gene.  

Thus, the objectives of this study were: 1) to identify possible associations between 

the treatment with enalapril and changes in relevant markers of oxidative stress 

and NO formation and 2) to investigate if polymorphisms (or haplotypes) of eNOS 

and BDKRB2 genes affect the antihypertensive response to enalapril. To achieve 

our first goal, untreated hypertensive patients were treated with enalapril for  

60 days and eighteen normotensive healthy controls were followed for the same 

period. Venous blood samples were collected at baseline and after 30/60 days of 

treatment with enalapril. Plasma NOx (nitrites+nitrates) concentrations were 

determined by using the Griess reaction. Plasma nitrite and whole blood nitrite 

concentrations were determined by using an ozone-based chemiluminescence 

assay. Plasma thiobarbituric acid-reactive species (TBARS) and 8- isoprostane 

concentrations were determined by a fluorimetric method and by ELISA, 

respectively. The treatment with enalapril decreased blood pressure in 

hypertensive patients. However, we didn’t find significant changes in plasma NOx, 

nitrite, whole blood nitrite, and in the levels of markers of oxidative stress in both 

normotensive controls and hypertensive patients treated with enalapril. Moreover, 

to achieve our second goal, we evaluated one hundred and six hypertensive 
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patients treated with enalapril for 60 days. The difference between the mean 

arterial pressure (MAP) before and after the antihypertensive treatment was 

defined as ΔMAP. The patients were classified as poor responders (PR) or good 

responders (GR) when their ΔMAP were below or above the median value, 

respectively. Genomic DNA was extracted from whole blood, and then the 

genotypes for eNOS were determined by PCR followed by electrophoresis for 

4b/4a polymorphism and by real time PCR for T-786C and G894T polymorphisms. 

The eNOS haplotype frequencies were determined by the programs PHASE.  

The C-58T and BE1 +9/-9 polymorphisms of BDKRB2 gene and their haplotypes 

were determined using PCR amplification, followed by DNA sequencing.  

The TC/CC genotypes and the C allele for the T-786C polymorphism of eNOS gene 

were more frequent in GR, compared with PR patients. Furthermore,  

the TT genotype for the C-58T polymorphism of BDKRB2 gene were more frequent 

in PR when compared with GR. No other significant differences in genotypes or 

haplotypes were found. These findings suggest to us that both T-786C 

polymorphism of eNOS gene and C-58

 

T polymorphism of BDKRB2 gene affect the 

antihypertensive response to enalapril. 

Key-words: Hypertension. Oxidative stress. Nitric oxide. Enalapril. 

Pharmacogenetics. 
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1.1- Hipertensão: um grave problema de saúde pública 

As doenças cardiovasculares constituem importante causa de morte e 

incapacidade no mundo todo [1]. No Brasil, segundo os dados do ano de 2009,  

as doenças do aparelho circulatório contribuem com 29% dos óbitos para todas as 

faixas etárias, sendo a principal causa de morte (www.datasus.gov.br).  

A Hipertensão Arterial Sistêmica (HAS) é o principal fator de risco 

modificável para doenças cardiovasculares [2], constituindo uma das principais 

causas evitáveis de morte [3]. A mortalidade cardiovascular atribuída à HAS 

corresponde a quase 6% do total de mortes ocorridas no mundo anualmente [4]. 

Sendo assim, o tratamento e o controle adequados da HAS são de fundamental 

importância para a redução da morbidade e mortalidade cardiovasculares [5,6].  

A maioria dos hipertensos, além da redução do peso corporal,  

da restrição alimentar e da prática de exercícios físicos regularmente, necessita do 

controle da pressão arterial por drogas anti-hipertensivas [7-9]. Dentre as drogas 

disponíveis no mercado, os inibidores da enzima conversora de angiotensina 

(iECA) são amplamente usados na terapia da hipertensão e infarto do miocárdio. 

Estudos clínicos têm confirmado que tais medicamentos diminuem a mortalidade e 

morbidade de pacientes com insuficiência cardíaca [10,11], além de serem 

relevantes no processo de remodelamento ventricular esquerdo após infarto 

agudo do miocárdio e insuficiência cardíaca [12,13].  

Apesar de os iECA apresentarem diversos efeitos benéficos ao sistema 

cardiovascular, o mecanismo preciso pelo qual eles desempenham essa função 

ainda não foi completamente elucidado. É bem estabelecido que os riscos de eventos 

cardiovasculares são reduzidos pelo uso de drogas que promovem diminuição dos 

valores pressóricos, sendo que a amplitude dessa redução é um importante 

determinante do efeito benéfico destes tratamentos. Adicionalmente, dados coletados 

de 17 ensaios clínicos, envolvendo cerca de 100 mil indivíduos tratados com iECA, 

indicam que o tratamento com essa classe de drogas provê uma redução do risco de 

eventos cardiovasculares por mecanismos independentes da redução da pressão 

arterial [14].  
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1.2- Farmacologia dos iECA 

A Enzima Conversora de Angiotensina (ECA), também denominada 

cininase II, dipeptidil carboxipeptidase ou peptidildipeptídio hidrolase,  

possui diferentes substratos. Estes incluem a Angiotensina I [Ang I, Ang-(1-10)], 

que é convertida em Ang II (Ang-1-8), um potente vasoconstritor capaz de regular 

a pressão sanguínea, dos fluidos e a homeostase de eletrólitos; e a bradicinina  

(1-9) [BK-(1-9)], um potente vasodilatador que é convertido em BK-(1-7),  

um metabólito inativo.  

Assim, a redução da formação de Ang II a partir da Ang I e o aumento 

dos níveis de cininas pela diminuição da sua degradação através da inibição da 

ECA, promovem o aumento da vasodilatação e melhora da função endotelial [15]. 

É bem estabelecido que a Ang II aumenta a formação de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) pelas células da musculatura lisa vascular [16], demonstrando o 

envolvimento do estresse oxidativo na patogênese de várias doenças 

cardiovasculares, inclusive na hipertensão. O ânion superóxido, considerado o 

ROS primário, interage com outras moléculas, como o NO●

Dessa forma, a diminuição do estresse oxidativo via Ang II e o aumento 

da biodisponibilidade de NO parecem ser, ao menos em parte, responsáveis pelos 

efeitos cardioprotetores adicionais à diminuição da pressão arterial promovido 

pelos iECA [18-27].  

, resultando na 

formação de peroxinitrito, envolvido no desenvolvimento da hipertensão [17]. 

Níveis elevados de superóxido foram associados à supressão da formação de NO 

em anéis de aorta em modelos animais de hipertensão. O prejuízo na formação de 

NO pelas células endoteliais gera um quadro de disfunção endotelial,  

um importante fator no desenvolvimento da hipertensão [16]. 
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1.3- Modulação do óxido nítrico pelos iECA   

Diversos mecanismos são atribuídos ao aumento da biodisponibilidade 

de NO promovido pelos iECA, no entanto, o aumento do nível de cininas, 

principalmente a bradicinina (BK), desempenha papel central nesse efeito.  

A ação da BK é em parte mediada pela ligação aos seus receptores B2 que, 

através do aumento da concentração de cálcio intracelular e/ou fosforilação de 

resíduos de serina na posição 1177 da sintase endotelial do óxido nítrico (eNOS), 

promovem ativação da enzima com consequente produção de NO [26,28].  

Foi observado aumento da concentração dos metabólitos do NO 

(NOx=nitrito+nitrato) no sobrenadante de células endoteliais após incubação com 

diversos iECA, enquanto tal efeito foi completamente abolido após incubação 

concomitante com D-Arg-[Hyp3,Thi5,8, D-phe7

Além disso, um metabólito da BK (des-Arg

]-BK, um antagonista do receptor  

B2 [29]. Além de promover aumento da atividade da enzima, estudos em humanos 

e roedores têm demonstrado que a ligação das cininas aos seus receptores 

também ativam a via do NO através da modulação da expressão da  

eNOS [30-32]. Foram demonstrados níveis próximos de mRNA da eNOS em ratos 

controles e hipertensos tratados com enalapril, no entanto, foi observada 

significativa diminuição do mRNA da eNOS na aorta de ratos hipertensos tratados 

concomitantemente com enalapril e icatibant, um antagonista do receptor B2 [33].  

9-BK), formado a partir da 

ação de carboxipeptidades, também é capaz de promover o aumento da 

biodisponibilidade de NO através da ativação de seus receptores B1. 

Adicionalmente, os receptores B1 parecem ser diretamente ativados pelos iECA 

levando ao aumento de NO por um mecanismo semelhante àquele descrito para o 

agonista des-Arg9-BK [34]. Além disso, outro mecanismo descrito capaz de 

promover aumento das concentrações de NO ocorre através da interação entre a 

ECA e os receptores tipo 2 de BK (BDKRB2). Ao se ligarem à ECA, os iECA 

promovem uma mudança conformacional da enzima, que fica ancorada na 

membrana celular, favorecendo a interação da BK ao seu receptor, 

potencializando, assim, o efeito da BK [34].  
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Ainda que diversos mecanismos sejam propostos para o aumento da 

biodisponibilidade de NO pelos iECA, não se sabe quanto cada via contribui para 

esse efeito.  

Apesar de vários estudos in vitro e em diversos modelos animais 

evidenciarem que o tratamento com iECA promove aumento da biodisponibilidade 

de NO, estudos clínicos apresentam resultados conflitantes em relação aos níveis 

circulantes de metabólitos do NO - nitrato ou NOx - em pacientes hipertensos. 

Alguns estudos mostram altos níveis de metabólitos do NO [35-39], enquanto 

outros estudos mostram menores quantidades desses marcadores [40-42] após 

terapia com iECA. 

Além dos iECA, várias outras classes de drogas usadas no tratamento 

de doenças cardiovasculares, como os antagonistas do receptor de Ang II,  

os bloqueadores dos canais de cálcio e inibidores da 3-metilglutaril coenzima A 

redutase (estatinas) também promovem o aumento da biodisponibilidade de  

NO [43-45]. Em parte, essa resposta parece estar associada a polimorfismos da 

eNOS, o que nos sugere que tais polimorfismos poderiam também modular a 

resposta aos iECA 

 

1.4- Polimorfismos genéticos da eNOS envolvidos na resposta a drogas de 

ação cardiovascular 

Polimorfismos genéticos são variações específicas na sequência de 

bases nitrogenadas do DNA, cuja frequência seja igual ou superior a 1% na 

população [46]. O tipo mais comum de variação genética é a substituição de 

apenas 1 base nitrogenada por outra, chamado de SNP (single nucleotide 

polymorphysms). Tal modificação na sequência de DNA pode conduzir a 

alterações na sequência de aminoácidos, levando à produção de uma proteína 

alterada, ou ainda a modificações na taxa de transcrição gênica.  
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A enorme importância do NO na manutenção da homeostase do 

sistema cardiovascular estimulou a procura de variações no gene (polimorfismos) 

que codifica a eNOS, as quais poderiam explicar diferentes níveis de atividade 

desta enzima e, possivelmente, um maior risco ao desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares, tais como hipertensão, espasmo coronariano, doenças 

cerebrovasculares, pré-eclâmpsia, trombose venosa profunda e infarto agudo do 

miocárdio [47-53].  

Dentre os polimorfismos identificados para o gene da eNOS,  

três são amplamente estudados e apresentam grande relevância clínica:  

o polimorfismo de um único nucleotídeo (SNP) na região promotora T-786C,  

que pode conter uma base T (alelo mais comum) ou C (alelo mais raro);  

o segundo corresponde a um número variável de repetições em tandem (VTNR) 

de 27pb no intron 4, sendo que os alelos mais frequentes apresentam 4 cópias 

(alelo a, mais raro) ou 5 cópias (alelo b, mais comum); e o terceiro é um SNP no 

exon 7 (G894

No polimorfismo T

T) que ocorre através da substituição do nucleotídeo G pelo 

nucleotídeo T na posição 894 do gene da eNOS, resultando na conversão do 

glutamato para aspartato na posição 298 (Glu298Asp) da enzima [54].  

As possíveis implicações funcionais desses três polimorfismos estão resumidas na 

Figura 1 do nosso artigo de revisão localizado no Capítulo 2 da tese. 

-786C, a ocorrência do alelo C no promotor do gene da 

eNOS reduz em mais de 50% a atividade promotora em células em cultura,  

o que reflete a diminuição nos níveis celulares de mRNA para eNOS,  

e consequentemente, de eNOS (Figura 1a e 1b; Capítulo 2) [55,56]. 

Adicionalmente, foi identificada menor produção plaquetária de NO em indivíduos 

portadores do alelo C que em indivíduos não portadores deste alelo [57].  

Células endoteliais com o genótipo CC tratadas com estatinas apresentaram 

maiores níveis de mRNA para eNOS que as células portadoras do genótipo  

TT [58]. Além disso, este polimorfismo mostrou ação moduladora sobre o aumento 

da biodisponibilidade do NO, a diminuição do estresse oxidativo e os efeitos 

antiinflamatórios produzidos em pacientes tratados com atorvastatina [59,60].  
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Tais achados indicam que essa estatina poderia ser mais relevante para a 

prevenção de eventos cardiovasculares em indivíduos com o genótipo CC do que 

em indivíduos com genótipo TT.  

O polimorfismo no intron 4, possivelmente associado à formação de um 

pequeno RNA que interfere na expressão do gene da eNOS (Figura 1c e 1d; 

Capítulo 2), também parece modular a resposta às estatinas. Os indivíduos 

portadores do alelo “a” tratados com pravastatina mostraram significativa melhora 

da vasodilatação induzida por adenosina quando comparados aos indivíduos 

tratados com a estatina portadores genótipo “bb”, provavelmente pelo maior 

aumento da produção de NO pelo endotélio nos indivíduos com o alelo raro [61]. 

O polimorfismo Glu298Asp está associado à alteração da atividade da 

eNOS (Figura 1e e 1f; Capítulo 2). Células portadoras do alelo Asp apresentam 

menor disponibilidade da enzima na cavéola (↓eNOS/Caveolina-1). Uma vez que a 

localização celular da eNOS e sua ligação à caveolina-1 desempenham papel 

fundamental para ativação da enzima, indivíduos portadores do alelo raro estão 

associados à menor produção de NO. Tal polimorfismo também parece modular a 

resposta a alguns fármacos. A presença do alelo Asp parece estar associada ao 

pior padrão de resposta quando comparada à indivíduos portadores do alelo Glu 

[57,62-64]. Pacientes homozigotos para o alelo Glu tratados com hidroclorotiazida 

mostraram maior redução da pressão arterial quando comparados aos pacientes 

portadores do alelo Asp [62]. 

A maioria dos estudos realizados até então consideram a contribuição 

de apenas um polimorfismo no desenvolvimento de doenças ou resposta a 

fármacos e não de uma combinação desses polimorfismos (haplótipos),  

que é uma abordagem muito mais informativa. Atualmente, acredita-se que a 

análise simultânea de um conjunto de polimorfismos numa dada região do gene, 

ou seja, o haplótipo é mais informativa do que a análise individual de cada 

polimorfismo [65-70].  
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Adicionalmente, outros polimorfismos/haplótipos em outros genes 

candidatos também podem afetar a resposta a fármacos de ação cardiovascular. 

Em função do mecanismo de ação dos iECA, o gene do receptor tipo 2 de 

bradicinina (BDKRB2) torna-se um importante candidato a ser investigado. 

Grande parte dos estudos envolvendo esse gene centra-se em dois 

polimormismos: um deles compreende uma troca de uma citosina (C) por uma 

timina (T) na posição 58 da região promotora do gene, enquanto o outro avalia a 

presença (+9) ou ausência (-9) de uma sequência de 9 pb no exon 1 não 

codificante. Apesar de os efeitos funcionais desses polimorfismos não estarem 

completamente elucidados, parecem estar associados a alterações na taxa de 

transcrição gênica [71]. A presença do alelo +9 foi associada com diminuição da 

transcrição do gene do receptor B2 e maior pressão sistólica quando comparado 

ao alelo -9 [72,73]. Em contrapartida, um recente estudo envolvendo grande 

número de brasileiros sugere que o alelo -9 poderia conferir susceptibilidade à 

hipertensão, uma vez que está associado à maior pressão diastólica [74].  

Além disso, tal polimorfismo parece influenciar na resposta vasodilatadora 

dependente de BK durante inibição da ECA [75]. Voluntários saudáveis portadores 

do genótipo +9/+9 apresentaram menor fluxo sanguíneo no antebraço e menor 

vasodilatação em resposta a BK, durante administração do enalaprilato,  

que indivíduos portadores do alelo -9.  

Conforme descrito nos tópicos anteriores, experimentos in vitro ou com 

modelos animais evidenciam o aumento da biodisponibilidade de NO 

proporcionada pelos iECA, no entanto, não existe consenso entre os estudos 

clínicos que buscam associação dos níveis circulantes dos metabólitos estáveis de 

NO com a resposta a essa classe de drogas. Além disso, não se sabe se 

polimorfismos em genes relacionados à via de ação dessa classe de fármacos 

(como o gene da eNOS e do BDKRB2) são capazes de modular a resposta  

anti-hipertensiva ao enalapril, um conhecido e muito utilizado iECA. 
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Os objetivos do nosso estudo foram:  

2.1- Identificar possíveis associações entre os níveis sanguíneos dos marcadores 

bioquímicos relacionados ao estresse oxidativo e ao óxido nítrico com a 

resposta anti-hipertensiva ao enalapril (Capítulo 1). 

2.2- Identificar possíveis associações entre polimorfismos genéticos/haplótipos nos 

genes da eNOS e do BDKRB2 com a resposta ao tratamento anti-hipertensivo 

com enalapril (Revisão da literatura: Capítulo 2 e Parte Experimental:  

Capítulo 3). 
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Abstract  

The antihypertensive effect of angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEi) is 

attributed partially to increased bioavailability of nitric oxide. Then, it is possible that 

polymorphisms in endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and bradykinin receptor 

B2 (BDKRB2) genes, two important genes in the NO formation pathway,  

may affect the antihypertensive response to enalapril. We evaluated  

106 hypertensive patients treated with enalapril for 60 days. The difference 

between the mean arterial pressure (MAP) before and after the antihypertensive 

treatment was defined as ΔMAP. If ΔMAP were below or above the median value, 

the patients were classified as poor responders (PR) or good responders (GR), 

respectively. The genotypes for eNOS were determined by PCR followed by 

electrophoresis for 4b/4a polymorphism and by real time PCR for T-786C and 

G894T polymorphisms, and the eNOS haplotype frequencies were estimated by 

the programs PHASE 2.1. The C-58T and BE1 +9/-9 polymorphisms of BDKRB2 

gene and their haplotypes were determined by DNA sequencing. The TC/CC 

genotypes and the C allele for the T-786C polymorphism of eNOS gene were more 

frequent in GR, compared with PR patients. Furthermore, the TT genotype for the 

C-58T polymorphism of BDKRB2 gene was more frequent in PR when compared 

with GR. No other significant differences in genotypes or haplotypes were found. 

These findings suggest that the T-786C polymorphism of eNOS gene and C-58

 

T 

polymorphism of BDKRB2 gene affect the antihypertensive response to enalapril. 

Key words: eNOS, BDKRB2, polymorphisms, hypertension, enalapril. 
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Introduction  

Hypertension is a multifactorial disease which represents important 

cause of morbidity and mortality worldwide 

ACE inhibitors were shown to improve endothelial biosynthesis of NO 

due to upregulation of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) protein expression 

and activity [5-8]. However, these effects were partially counteracted when a 

bradykinin receptor B2 (BDKRB2) antagonist HOE 140 was given simultaneously 

to ACEi [5]. Additionally, the antihypertensive effect and increased flow-dependent 

dilation of the radial artery by ACE inhibitors were reversed during the 

coadministration with HOE 140 [7,9]. Taken together, these findings show the 

impact of eNOS-derived NO production through bradykinin receptor B2 activation 

by ACE inhibitors. Then, it is expected that variations in genes encoding eNOS and 

BDKRB2 may influence the antihypertensive response to ACE inhibitors. 

[1]. The antihypertensive treatment 

includes extensive use of angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors that 

decrease angiotensin (Ang) II formation and increase bradykinin levels.  

The reduction of blood pressure by this class of drugs is assigned partially to 

vasodilation and improved endothelial function promoted by increase NO 

bioavailability [2-4].  

Three eNOS polymorphisms have been widely studied: a T-786C 

substitution in the promoter region, an insertion-deletion in the intron 4  

(the allele 4b has five 27-bp tandem repeats while the allele 4a has four repeats) 

and G894T substitution in exon 7 resulting in a Glu to Asp substitution at position 

298 of eNOS. Functional studies strongly suggest that eNOS gene polymorphisms 

are associated with changes in eNOS expression and activity and consequently,  

in NO production [10-14]. Recent findings have shown the correlation between 

these polymorphisms and the endogenous NO formation in human [15-17],  

which could explain their association with the risk of hypertension [18-21] and other 

cardiovascular diseases (CD) [22-25]. Importantly, variations on the BDKRB2 gene 

also have been associated with CD [26-28]. Two common polymorphisms in 
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BDKRB2 are a C-58

In the present study, our main goal was to evaluate if eNOS and 

BDKRB2 gene polymorphisms could affect the responses to enalapril, a known 

ACE inhibitor, in hypertensive patients. 

T substitution in the promoter region and an insertion-deletion in 

the noncoding exon 1 BE1 +9/-9 (the allele +9 has three 9-bp tandem repeats 

while the allele -9 has two repeats) [29,30]. These polymorphisms have been 

associated with modifications in the transcription rate of the bradykinin receptor B2 

gene [29]. Although eNOS and BDKRB2 gene polymorphisms may affect the 

responses of some drugs that increase NO bioavailability [31-35], no previous 

study have examined if these polymorphisms modulate the antihypertensive 

response to ACE inhibitors. 

 

Methods  

Subjects and study design 

The present work was approved by the Institutional Review Board at the 

Faculty of Medicine of Ribeirao Preto, and each subject provided written informed 

consent. This study was carried out in accordance with the ethics standards of the 

Helsinki Declaration. We recruited 106 subjects diagnosed with mild to moderate 

hypertension from Cardiology Division of the Araçatuba Health Center (Araçatuba, 

SP, Brazil). The hypertensive patients were never-treated or they didn’t take 

antihypertensive medications for at least 2 weeks. The complete health history was 

provided by patients and underwent physical examination and laboratory analysis 

to exclude subjects with evidence of severe or secondary hypertension,  

other concomitant cardiovascular diseases, or respiratory, hepatic, renal,  

or hematological dysfunction. After these evaluations, patients were treated with 

enalapril 10 mg/day (n=48) or 20 mg/day (n=58) for 60 days. A semi-automatic 

blood pressure monitor (OMRON® - HEM-433 INT, Bannockburn, Illinois, USA) 

was used for blood pressure measurements before and after the use of enalapril. 
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We recorded, at least, three times the systolic blood pressure (SBP) and diastolic 

blood pressure (DBP) and the mean value was used to calculate the mean arterial 

pressure (MAP) determined from: MAP=(SBP+2xDBP)/3. The responsiveness to 

enalapril was assessed by the ΔMAP obtained from difference between the MAP 

before and after treatment with enalapril. According to the response to enalapril, 

patients were classified as poor responders (PR) or good responders (GR) when 

their ΔMAP were below or above the median value, respectively.  

Venous blood samples were collected and genomic DNA was extracted 

by salting-out method and it was stored at -20°C until analysis. 

 

Genotyping 

Genotypes for the eNOS T-786C (rs2070744) and Glu298Asp 

(rs1799983) polymorphisms were determined by Taqman 

The C

Allele Discrimination 

assay using real-time polymerase chain reaction (PCR) on a Chromo 4 Detector 

(Bio-Rad Laboratories, USA). Genotypes for the variable number of tandem 

repeats polymorphism in the eNOS gene were determined by PCR and fragment 

separation by electrophoresis in 8% polyacrylamide gels as previously  

described [32,36]. 

-58

 

T (rs1799722) and BE1 +9/-9 polymorphisms in the BDKRB2 

gene were determined using PCR amplification followed by DNA sequencing as 

described earlier [37]. 

Statistical analysis 

The clinical and laboratory characteristics of the studied groups were 

compared by unpaired t test (parametric data), by Mann Whitney test  

(non-parametric data), by chi-square test or Fisher’s test where appropriate 

(categorical variables). Differences in allele and genotypes distributions and 
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deviation from the Hardy-Weinberg equilibrium were tested by chi squared test.  

A p value <0.05 was considered statistically significant. Given the sample size of 

this study, we obtained a statistical power of 80% with an alpha of 0.05, calculated 

using the PGA Matlab software [38]. 

eNOS haplotypes were estimated using the program PHASE version 2.1 

(http://www.stat.washington.edu/stephens/software.html). The possible haplotypes 

including genetic variants of the three polymorphisms studied here in the eNOS 

gene (T-786C, intron 4 and Glu298Asp) were H1 (T 4b Glu), H2 (T 4a Glu),  

H3 (T 4b Asp), H4 (T 4a Asp), H5 (C 4b Glu), H6 (C 4a Glu), H7 (C 4b Asp),  

H8 (C 4a Asp). Only the haplotypes with observed frequencies >2% were included 

in subsequent analysis. Additionally, BDKRB2 haplotypes including two 

polymorphisms (C-58

 

T and BE1 +9/-9) were determined by DNA sequencing:  

H1 (C -9), H2 (T -9), H3 (C +9) and H4 (T +9). Differences in haplotype frequencies 

among groups were further tested using chi squared test, considering P<0.00833 

or P<0.0125 as statistically significant (after Bonferroni’s correction: 0.05/number of 

observed haplotypes) for eNOS or BDKRB2 haplotypes, respectively.  

Results  

Clinical and laboratory characteristics of 106 hypertensive patients 

studied are shown in Table 1. As expected, both systolic and diastolic blood 

pressure was lower after treatment with enalapril (p<0.001). However, to evaluate if 

eNOS and B2 receptor gene polymorphisms/haplotypes could affect the 

antihypertensive response to enalapril, these patients were grouped according to 

responsiveness to antihypertensive therapy: poor responders (PR) or good 

responders (GR) (see Methods section for details).  

There were no differences in sex, ethnicity, age, body mass index or any 

laboratory parameters between PR and GR groups (Table 1; p>0.05).  

However, baseline systolic and diastolic blood pressure and heart rate was higher 

in GR (p<0.05). Although blood pressure was lower after treatment with enalapril in 
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both PR and GR groups (p<0.001), patients who responded better to enalapril had 

lower systolic and diastolic blood pressure after antihypertensive treatment 

compared to PR (p<0.05).  

The genotypes distributions for all eNOS and B2 receptor gene 

polymorphisms did not deviate from Hardy-Weinberg equilibrium (P>0.05).  

Figure 1 shows the results of a single-locus and haplotype analysis for  

eNOS gene. Interestingly, good responders showed higher frequencies of the  

TC and CC genotypes, and of the C allele for the T-786

No other significant differences in genotypes/alleles were found with 

respect to the 4b/4a polymorphism in intron 4 or Glu298Asp in exon 7 (all p>0.05). 

Additionally, we found that the H7 haplotype (C 4b Asp) is more frequent in GR 

than in PR patients (P=0.0272; Figure 1), however this result did not resist to the 

Bonferroni’s correction for multiple comparisons. 

C polymorphism than  

PR (all P<0.05; and TT vs. TC, P=0.0005, Odds ratio (OR)=0.35, 95% confidence 

interval (CI)=0.19-0.63; and TT vs. CC, P=0.0424, Odds ratio=0.38,  

95% CI=0.14-0.99).  

The results for BDKRB2 polymorphisms showed higher frequencies of 

the TT genotype for the C-58

However, no significant differences were seen in the genotype/allele 

frequencies of BE 1 +9/-9 polymorphisms between groups. We have also not found 

significant differences in BDKRB2 haplotype distribution when poor responders 

and good responders were compared (P>0.05). 

T polymorphism in PR compared with GR (all P<0.05, 

Figure 2; TT vs. CT, P=0.0106, OR=3.06, 95% CI=1.27-7.35; and TT vs. CT+CC, 

P=0.0175, OR=2.69, 95% CI=1.16.-6.21).  

When poor and good responders were stratified according to the dose of 

enalapril used (Table 2 and 3), we found similar results those shown above. 

Interestingly, although the number of patients in each group have reduced, 

significant differences in genotype distributions for the T-786C polymorphism in 

eNOS gene (Table 2, P<0.05) and C-58T polymorphism in BDKRB2 gene (Table 3, 

P<0.05) were found between poor and good responders.  
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Discussion  

To our knowledge, this is the first study to investigate the association 

between eNOS and BDKRB2 gene polymorphisms and antihypertensive response 

to enalapril. The main findings of this study were that the C allele for T-786C 

polymorphism in eNOS gene is associated with better antihypertensive response to 

enalapril, whereas the TT genotype for C-58

Previous in vitro and clinical studies showed the T

T polymorphism in BDKRB2 gene is 

associated with worse antihypertensive response to enalapril in hypertensive 

patients.  

-786C polymorphism in 

eNOS gene can modify the responses to cardiovascular drugs [32,33,39-41]. 

Endothelial cells with CC genotypes treated with statins showed higher eNOS 

mRNA level than cells with the TT genotype [39]. This effect was attributed to 

increased transcriptional activity of the eNOS gene and mRNA stability,  

and to decreased expression of the transcriptional repressor factor (RPA-1) in cells 

carrying the C allele. Subsequently, results from a clinical study suggested that 

individuals with CC genotypes are more favored by treatment with atorvastatin 

regarding to increased NO bioavailability and attenuated oxidative stress [33]. 

Indeed, the anti-inflammatory effects of atorvastatin are modulated by this 

polymorphism [41]. While treatment with statin reduced the circulating 

concentrations of CD40L, VCAM-1, P-selectin and matrix metalloproteinase-9 in 

individuals with the CC genotype, no effects were found in these pro-inflammatory 

mediators in subjects with the TT genotype.  Recent findings have suggested that 

eNOS polymorphisms also may modulate the response to angiotensin receptor 

blockers (ARBs) [40]. Olmesartan and the other ARBs produced higher NO release 

from homozygous for C allele endothelial cells compared to cells heterozygous for 

T-786C polymorphism. Additionally, the response to phosphodiesterase type 5 

(PDE-5) inhibitors was modified by this individual polymorphism in eNOS  

gene [32]. The authors found that C allele apparently improves the responses to 

sildenafil in postoperative erectile dysfunction patients as compared to the T allele.  
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Taken together, these findings provide growing evidence indicating that the 

treatment with statins, ARBs, PDE-5 inhibitors and now, enalapril, may be more 

beneficial in subjects with the -786C allele.  

Good responders to enalapril, the group with higher C allele frequency 

for T-786

On the other hand, we didn’t find other significant differences in 

genotype nor allele frequencies with respect to both 4b/4a and Glu298Asp 

polymorphisms in the eNOS gene between poor and good responders. Whereas 

eNOS haplotypes had been associated with modulation of pharmacologic 

treatment in patients with preeclampsia [44] and erectile dysfunction [32],  

our findings in hypertensive subjects indicate that the haplotypes in the eNOS gene 

does not affect the antihypertensive response to enalapril. 

C polymorphism, had lower systolic and diastolic blood pressure after 

antihypertensive treatment compared to PR but, interestingly, GR were higher 

baseline systolic and diastolic blood pressure than PR. These results are in 

agreement with previous studies, which also showed that individuals carrying the 

variant C for the same polymorphism had increased risk of developing 

cardiovascular diseases, including hypertension [18,19]. The C allele in the 

promoter region of the eNOS gene is associated with a decrease of 50% of 

promoter activity [12]. This rare variant was also associated with decreased NO 

release by platelets from healthy subjects [42] and lower plasma concentrations of 

NO metabolites in pre-hypertensive individuals [43]. 

In addition of the eNOS gene, the BDKRB2 gene is other good 

candidate for pharmacogenetic studies as predictor of the ACE inhibitor response 

because the activation of this receptor is related to NO formation pathway [45].  

In this regard, ours results suggest that the C-58T polymorphism in the BDKRB2 

gene modifies the antihypertensive response to enalapril. Individuals with  

TT genotype were associated with worse responsiveness to antihypertensive 

therapy. This polymorphism located in the promoter region also is suggested as 

possibly involved in ACE inhibitor-induced adverse effects. Interestingly,  
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two studies in the Japanese population found an association between TT genotype 

and occurrence of ACE inhibitor-related cough [46,47].  

Conversely, the T allele has been associated with increased BDKRB2 

gene transcription in vitro [29], which is in line with a protective effect on 

hypertension exhibited by this genetic variant in Asians and African-Americans 

[28,46]. Our findings showed that subjects with higher TT genotype frequency for 

C-58

The present study was designed to evaluate if polymorphisms in two 

important genes in the NO pathway could affect the response to enalapril,  

a known ACE inhibitor, in hypertensive patients treated exclusively with enalapril. 

Although we have included a considerable number of patients, we couldn’t 

subdivide theirs according to ethnicity in function of the small number of black 

subjects recruited. This is a limitation of our study because there are clear 

differences in eNOS and BDKRB2 genotypes distributions between white and 

black subjects [37,48]. However, there were no interethnic differences between 

poor and good responders to enalapril.  

T polymorphism also had lower baseline systolic and diastolic blood pressure, 

however, this hypertensive patients group (poor responders) was higher systolic 

and diastolic blood pressure after enalapril treatment than the group of patients 

with higher TC + CC genotypes frequencies (good responders). In other words, 

although individuals carrying C allele may be increased risk to hypertension, they 

seem to be more favored by treatment with enalapril. Nevertheless, we didn’t find 

any other association between antihypertensive response to enalapril and  

BE1 +9/-9 polymorphim nor BDKRB2 haplotypes.  

In conclusion, our findings suggest that both eNOS and BDKRB2 

genotypes may modulate the antihypertensive response to enalapril. The TC/CC 

genotypes for eNOS gene are associated with better antihypertensive response to 

enalapril, while the TT genotype for BDKRB2 gene is associated with worse 

response to this ACE inhibitor.  
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Figure 1- Genotype, allele and haplotype frequencies distributions (%) for 

endothelial nitric oxide synthase (eNOS) gene polymorphisms in hypertensive 

patients classified as poor responders (n=53) or good responders (n=53) to 

enalapril. Panel A: T-786C polymorphism; Panel B: 4b/4a polymorphism;  

Panel C: Glu298Asp and Panel D: eNOS haplotypes. *P<0.05 vs. reference 

genotypes/alleles. #

 

P<0.05, however, not statistically significant after Bonferroni’s 

correction for multiple comparisons 

Figure 2- Genotype, allele and haplotype frequencies distributions (%) for 

bradykinin receptor B2 (BDKRB2) gene polymorphisms in hypertensive patients 

classified as poor responders (n=53) or good responders (n=53) to enalapril.  

Panel A: C-58

 

T polymorphism; Panel B: BE1 +9/-9 polymorphism and  

Panel C: B2 receptor haplotypes. *P< 0.05 vs. TC genotype. 
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Table 1- Clinical and laboratory characteristics of hypertensive patients classified 

as poor or good responders to enalapril  

 All 
Poor 

responders 

Good 

responders  

N 106 53 53 

Sex (% male) 68 75 60 

Ethnicity (% non-Black) 85 83 86 

Age (years) 47 ± 12 47 ± 13 48 ± 11 

BMI (Kg/m2 29.4 ± 5.4 ) 30.0 ± 6.0 28.8 ± 4.7 

Total cholesterol (mg/dL) 206 ± 43 200 ± 38 211 ± 48 

LDL cholesterol (mg/dL) 129 ± 38 123 ± 24 135 ± 48 

HDL cholesterol (mg/dL) 46 ± 14 47 ± 19 44 ± 8 

Triglycerides (mg/dL) 152 ± 72 150 ± 69 154 ± 76 

Glucose (mg/dL) 91 ± 13 91 ± 16 91 ± 10 

Creatinine (mg/dL) 0.91 ± 0.14 0.89 ± 0.11 0.92 ± 0.17 

Potassium (mEq/L) 4.2 ± 0.3 4.2 ± 0.3 4.2 ± 0.4 

SBP (mm Hg)    

Baseline 149 ± 9 146 ± 8 152 ± 10

After enalapril treatment 

# 

129 ± 9* 133 ± 8* 125 ± 9*

DBP (mm Hg) 

# 

   

Baseline 93 ± 9 89 ± 8 97 ± 8

After enalapril treatment 

# 

80 ± 7* 82 ± 8* 78 ± 6*

HR (beats/min) 

# 

   

Baseline 78 ± 12 81 ± 12 75 ± 11

After enalapril treatment 

# 

77 ± 11 78 ± 12 77 ± 9 

BMI=body mass index; HDL=High-density lipoprotein; LDL=Low-density lipoprotein  

SBP=systolic blood pressure; DBP=diastolic blood pressure; HR=heart rate.  

Values are the mean±S.D. *P<0.001 vs. baseline; #

 

P<0.05 vs. poor responders.  
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Table 2- Genotype, allele and haplotype frequencies distributions for eNOS gene 

in hypertensive patients classified as poor or good responders to 

enalapril 10 or 20 mg/day 

  Enalapril 10 mg  Enalapril 20 mg  

  PR 

(n=24) 

GR 

(n=24) 
P-value 

PR 

(n=29) 

GR 

(n=29) 
P-value 

T-786 TT C 50 (12) 33 (8) - 59 (17) 28 (8) - 

 TC 42 (10) 58 (14) 0.0140 31 (9) 55 (16) <0.0001 

 CC 8 (2) 8 (2) NS 10 (3) 17 (5) 0.0043 

 X2 6.04 -test 0.0489 19.56 <0.0001 

 T 71 (34) 63 (30) - 74 (43) 55 (32)  

 C 29 (14) 38 (18) NS 26 (15) 45 (26) 0.0050 

Intron 4 4b4b 67 (16) 71 (17) - 62 (18) 59 (17) - 

 4b4a 33 (8) 25 (6) NS 38 (11) 38 (11) NS 

 4a4a 0 (0) 4 (1) NS 0 (0) 3 (1) NS 

 X2 5.21 -test NS 3.07 NS 

 4b 83 (40) 83 (40) - 81 (47) 78 (45) - 

 4a 17 (8) 17 (8) NS 19 (11) 22 (13) NS 

Exon 7 GluGlu 67 (16) 54 (13) - 62 (18) 48 (14) - 

 GluAsp 29 (7) 38 (9) NS 31 (9) 41 (12) NS 

 AspAsp 4 (1) 8 (2) NS 7 (2) 10 (3) NS  

 X2 3.93 -test NS 3.69 NS 

 Glu 81 (39) 73 (35) - 78 (45) 69 (40) - 

 Asp 19 (9) 27 (13) NS 22 (13) 31 (18) NS 

Haplotypes        

 T 4b Glu 60 (29) 52 (25) NS 59 (34) 43 (25) NS 

 T 4a Glu 2 (1) 6 (3) NS 7 (4) 5 (3) NS 

 T 4b Asp 8 (4) 4 (2) NS 9 (5) 7 (4) NS 

 C 4b Glu 4 (2) 4 (2) NS 0 (0) 3 (2) NS 

 C 4a Glu 15 (7) 10 (5) NS 12 (7) 17 (10) NS 

 C 4b Asp 10 (5) 23 (11) NS 14 (8) 24 (14) NS 

 X2 10.03 -test NS 9.57 NS 

Abbreviations: PR=poor responders; GR=good responders. The frequencies are shown as % (n). P were 

considered significant when <0.05 (genotypes/alleles) or <0.0063 (haplotypes).  
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Table 3- Genotype, allele and haplotype frequencies distributions for BDKRB2 

gene in hypertensive patients classified as poor or good responders to 

enalapril 10 or 20 mg/day 

  Enalapril 10 mg  Enalapril 20 mg  

  PR 

(n=24) 

GR 

(n=24) 
P-value 

PR 

(n=29) 

GR 

(n=29) 
P-value 

C-58 CC T 33 (8) 33 (8) - 41 (12) 38 (11) - 

 CT 46 (11) 58 (14) NS 38 (11) 52 (15) NS 

 TT 21 (5) 8 (2) 0.0208 21 (6) 10 (3) NS 

 X2 7.21 -test 0.0272 6.20 0.0452 

 C 56 (27) 63 (30) - 60 (35) 64 (37) - 

 T 44 (21) 38 (18) NS 40 (23) 36 (21) NS 

Exon 1 +9/-9 +9/+9 29 (7) 25 (6) - 28 (8) 28 (8) - 

 +9/-9 38 (9)  54 (13) NS 52 (15) 59 (17) NS 

 -9/-9 33 (8) 21 (5) NS 21 (6) 14 (4) NS 

 X2 5.75 -test NS 1.841 NS 

 +9 48 (23) 52 (25) - 53 (31) 57 (33) - 

 - 9 52 (25) 48 (23) NS 47 (27) 43 (25) NS 

Haplotypes        

 C -9 31 (15) 35 (17) NS 34 (20) 28 (16) NS 

 T -9 21 (10) 13 (6) NS 12 (7) 16 (9) NS 

 C +9 25 (12) 27 (13) NS 26 (15) 36 (21) NS 

 T +9 23 (11) 25 (12) NS 28 (16) 21 (12) NS 

 X2 2.29 -test NS 3.76 NS 

Abbreviations: PR= poor responders; GR= good responders. 

The frequencies are shown as % (n).  

P were considered significant when <0.05 (genotypes/alleles) or <0.0063 (haplotypes). 
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Figure 1 
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Figure 2 
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O artigo apresentado no Capítulo 1 foi o primeiro estudo a investigar o 

possível efeito do tratamento com um iECA nas concentrações de nitrito no 

plasma e no sangue total de pacientes hipertensos. Embora observado o efeito 

anti-hipertensivo do enalapril a partir de 30 dias de tratamento, nós não 

encontramos diferença estatística significativa nesses marcadores de formação de 

NO endógeno em nenhum dos tempos analisados. Adicionalmente, também não 

encontramos nenhuma alteração nos marcadores de estresse oxidativo ao longo 

do tratamento.   

Diversos estudos clínicos anteriores que avaliaram o efeito de iECA nos 

níveis circulantes de nitrato ou NOx apresentam resultados conflitantes. Alguns 

estudos mostram aumento desses metabólitos do NO [35-39], enquanto outros 

trabalhos mostram sua diminuição [40-42] após terapia com iECA.  

A inconsistência de tais achados pode se dever a diversos fatores de confusão, 

como diferença no desenho experimental dos estudos, no grau de hipertensão dos 

pacientes, na existência de doenças concomitantes, no hábito de fumar dos 

voluntários, nas diferentes doses do iECA utilizado e no uso de outras drogas 

além do anti-hipertensivo em estudo. Nossos achados demonstram que o 

tratamento com enalapril não alterou as concentrações de NOx em um grupo 

relativamente homogêneo de pacientes, os quais não receberam nenhuma outra 

droga além do anti-hipertensivo e não apresentavam outra doença além da 

hipertensão.  

Além disso, a maior parte dos trabalhos existentes utiliza o nitrato 

plasmático com marcador da formação de NO. No entanto, a utilidade clínica 

desse marcador vem sendo questionada ao longo dos anos, uma vez que as 

concentrações de nitrato podem ser influenciadas por uma variedade de fatores, 

como a síntese de nitrato por bactérias no intestino, enzimas desnitrificantes 

hepáticas, formação de saliva e óxidos de nitrogênio do ambiente [76,77].  

Além disso, as altas concentrações basais de nitrato no plasma podem dificultar a 

detecção de pequenas mudanças na biodisponibilidade de NO [76].  

Por outro lado, as concentrações de nitrito plasmáticas e no sangue total parecem 
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melhor refletir a formação de NO endógeno, uma vez que estão associados à 

atividade da NO sintase [78-82]. Portanto, nossos resultados indicam que o 

tratamento com enalapril (10-20mg/dia) de pacientes com hipertensão leve a 

moderada não afeta significativamente a formação de NO, apesar de reduzir 

significativamente a pressão arterial. Adicionalmente, o tratamento com enalapril 

não alterou dois importantes marcadores circulantes de estresse oxidativo 

(TBARS e 8-isoprostano plasmáticos). 

Diferentes estudos experimentais demonstram o aumento da expressão 

e da atividade da eNOS pelos iECA [33,83-85]. E, embora não tenhamos uma 

explicação precisa para a ausência de efeitos significativos do enalapril na 

formação de NO conforme nossos resultados revelaram, é possível que o 

tratamento com esse iECA promova aumento da formação tecidual de NO,  

o que não foi refletido através da avaliação dos níveis circulantes dos metabólitos 

do NO. De fato, os efeitos protetores dos iECA parecem ocorrer localmente 

conforme demonstrado em estudos com cardiomiócitos isolados [86]. Além disso, 

tais efeitos protetores dessa classe de drogas são diminuídos ou ausentes em 

animais knockout para eNOS [87]. Ao que nos parece, os níveis circulantes de 

marcadores do NO não refletem com precisão os níveis de NO teciduais. 

Posteriormente, nossos estudos realizados durante a segunda fase do 

projeto (Capítulo 3) se constituem no primeiro relato da investigação da possível 

associação entre os polimorfismos/haplótipos no gene da eNOS e do BDKRB2 

Em adição, não encontramos diferença significativa entre normotensos 

e hipertensos quanto aos biomarcadores de formação do NO e de estresse 

oxidativo. Possivelmente, isso deve ao fato de os pacientes incluídos no estudo 

terem sido diagnosticados com hipertensão leve ou moderada, provavelmente, 

com sutis alterações dos marcadores anteriormente citados em relação aos 

controles. Embora não testado, parece-nos razoável supor que diferenças nesses 

marcadores iriam surgir entre os grupos se incluíssemos pacientes com 

hipertensão mais severa, uma vez que tais pacientes podem ter os níveis de NO 

mais gravemente prejudicados e maior estresse oxidativo. 
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com o efeito anti-hipertensivo promovido pelo enalapril. Nossos achados revelam 

que o alelo C para o polimorfismo T-786

Polimorfismos/haplótipos no gene da eNOS parecem estar associados 

ao aumento do risco cardiovascular, incluindo a hipertensão [51,88,89].  

Para o polimorfismo T

C no gene da eNOS está associado à 

melhor resposta ao enalapril. Por outro lado, os pacientes com genótipo TT 

responderam de forma menos efetiva ao tratamento anti-hipertensivo com o iECA.  

-786

Interessantemente, nós observamos que o grupo com maior frequência 

de portadores do alelo C (respondedores bons) também apresentou maior PAS e 

PAD antes do tratamento anti-hipertensivo quando comparado ao grupo com 

maior frequência de portadores do alelo T (respondedores pobres). Apesar disso, 

o primeiro grupo foi o mais favorecido do tratamento anti-hipertensivo, 

apresentando valores menores de PAS e PAD após 60 dias de tratamento com 

enalapril que aqueles observados no grupo dos respondedores pobres. 

C, a frequência do alelo C é maior entre pacientes 

hipertensos quando comparado ao grupo de voluntários normotensos [88]. 

Experimentos in vitro demonstraram diminuição de 50% da taxa transcricional para 

a eNOS e, consequentemente, da enzima, em células portadoras do alelo raro em 

relação às portadoras do alelo T [55,56]. Adicionalmente, menor produção de NO 

foi observada a partir de plaquetas provenientes de indivíduos portadores do alelo 

C que àquelas obtidas de indivíduos não portadores deste alelo [57].  

Menor concentração plasmática de metabólitos do NO também foram encontradas 

em pacientes pré-hipertensos portadores do alelo menos comum [90]. 

Diversos trabalhos sugerem que os polimorfismos no gene da eNOS 

modulam a resposta de algumas drogas de ação cardiovascular [60,62,91-94]. 

Células endoteliais com o genótipo CC tratadas com estatinas apresentaram 

maiores níveis de mRNA para eNOS que as células portadoras do genótipo TT 

[58]. Tal fato deve-se, provavelmente, ao aumento da taxa transcricional, da 

estabilidade do mRNA para eNOS e da diminuição da expressão da proteína 

repressora RPA1 promovida pela estatina de forma mais significativa nas células 



Discussão Geral 
71 

portadoras do alelo C. Corroborando os achados in vitro, voluntários sadios 

portadores do alelo raro tratados com atorvastatina tiveram maior aumento da 

biodisponibilidade do NO, diminuição do estresse oxidativo e redução significativa 

de marcadores inflamatórios (CD40L, VCAM-1, P-selectina e MMP-9) que os 

indivíduos TT [59,60]. Posteriormente, foi observado que o tratamento de curto 

prazo com atorvastatina reduz a fluidez da membrana eritrocitária em indivíduos 

com genótipo CC, mas não naqueles com o genótipo TT [92]. Mais recentemente, 

foi demonstrado que indivíduos com disfunção erétil pós-operatória portadores do 

alelo C respondem melhor ao tratamento com sildenafil que os voluntários 

portadores do alelo T [93]. 

Polimorfismos no gene do BDKRB2 parecem também estar associados 

a alterações cardiovasculares [74,75,95-97]. Dados provenientes de uma recente 

meta-análise sugerem a associação entre do polimorfismo C-58

Tomados juntos, esses achados indicam que os polimorfismos T

T com a 

hipertensão em asiáticos e africano-americanos, mas não em caucasianos [98]. 

Indivíduos portadores do alelo T foram menos comuns entre os pacientes 

hipertensos, sugerindo, assim, seu efeito protetor. Apesar de o efeito funcional 

desse polimorfismo não estar completamente claro, parece estar associado a 

alterações na taxa de transcrição gênica [71]. Experimentos de transfecção in vitro 

indicam maior taxa de transcrição em células portadoras do alelo T que naquelas 

portadoras do alelo C. Por outro lado, nossos dados revelaram que pacientes 

portadores do genótipo TT responderam de forma menos efetiva ao tratamento 

com enalapril que os indivíduos portadores do alelo C (genótipo CC + CT). 

Interessantemente, esse genótipo também parece estar associado à ocorrência de 

um efeito adverso comum durante tratamento com iECA, a tosse [99,100].  

-786C 

na eNOS e C-58T no BDKRB2 afetam a resposta ao enalapril, assim como 

sugerem alguns trabalhos com outras drogas de ação cardiovascular que atuam 

na via de formação do NO. Apesar de os estudos apontarem para o fato de que 

portadores do alelo C para o polimorfismo na região promotora da eNOS 

apresentarem risco cardiovascular aumentando, eles parecem se favorecer mais 
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do tratamento farmacológico. Adicionalmente, indivíduos portadores do genótipo 

TT para o polimorfismo C-58T no BDKRB2 teriam menor risco cardiovascular 

associado, porém, seriam menos favorecidos do tratamento com iECA que 

portadores do alelo C. 
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Em conclusão, nossos dados demonstram que o tratamento com 

enalapril 10-20mg/dia não altera significativamente os marcadores relevantes de 

formação de NO e de estresse oxidativo em pacientes com hipertensão leve a 

moderada, apesar de satisfatoriamente controlar a pressão arterial. No entanto, 

nossos achados não descartam a possibilidade de que os iECA possam produzir 

efeitos significativos em pacientes com hipertensão mais severa ou utilizando 

doses maiores de enalapril, no entanto, tal possibilidade necessita ser futuramente 

investigada.  

Em adição, o polimorfismo T-786C no gene da eNOS parece modular a 

resposta ao enalapril. Os genótipos TC e CC, bem como o alelo C, foram mais 

frequentes nos pacientes que responderam melhor ao tratamento anti-hipertensivo 

que nos respondedores pobres. Somados a esses achados, os pacientes com 

genótipo TT para o polimorfismo C-58T no gene do BDKRB2 responderam de 

forma menos efetiva ao tratamento anti-hipertensivo que os indivíduos portadores 

do alelo C. Em contrapartida, não encontramos diferença significativa entre 

respondedores pobres e bons quanto aos demais polimorfismos da eNOS (4b/4a e 

Glu298Asp) e do BDKRB2 (BE1 +9/-9) avaliados, nem quanto às frequências 

haplotípicas para os dois genes em estudo. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - INTERVENÇÃO 

“Marcadores genéticos e bioquímicos envolvidos na  

resposta terapêutica ao enalapril” 

Responsáveis: 

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

Dra. Elaine Cristina Beltramin Martins (SAMSP-HC/USP) (0xx16 3602 2330) 

Dr. Celso Biagi (Santa Casa de Araçatuba) (0xx18 3622 1120) 

 

Colaboradores:  

Vanessa Fontana - Pós-graduanda (FMRP-USP) (0xx16 97944843)  

Pâmela S. Silva - Pós-graduanda (FCM-Unicamp) (0xx1688211908) 

 

Você está sendo convidado (a) a participar de um estudo cujos detalhes 

são: 

1) Este projeto pretende basicamente estudar se algumas variações comuns de 

alguns dos seus genes (que transmitem características hereditárias)  

estão associadas à resposta ao tratamento com o anti-hipertensivo enalapril.  

Além disso, pretendemos estudar como estas variações podem modificar as 

quantidades de algumas substâncias produzidas pelo seu organismo presentes no 

seu sangue. Isto poderá nos auxiliar no entendimento das alterações benéficas 

que acontecem mediante o uso deste medicamento.  

2) Sua participação neste estudo será: 

Serão retirados, por 3 vezes, 30mL do seu sangue, ao longo de  

2 meses, por punção venosa utilizando técnica adequada. Este volume de sangue 

é cerca de 20 (vinte) vezes menor do que o volume de sangue habitualmente 

doado quando um indivíduo doa sangue para bancos de sangue. Este sangue 

será utilizado para realizar todos os estudos laboratoriais mencionados acima.  
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3) Você terá direito a ressarcimento financeiro caso ocorram gastos gerados 

exclusivamente pela sua participação como voluntário desta pesquisa. 

4) O paciente que venha participar dessa pesquisa em nível de pós-graduação, 

caso tenha algum dano decorrente da pesquisa, não abre mão dos seus direitos 

de indenização de acordo com as leis vigentes no país. Saliento ainda que o 

medicamento que será utilizado neste estudo é aprovado para uso no país,  

sendo preconizado para o controle da hipertensão.  

5) Como qualquer outro medicamento, o tratamento com enalapril pode causar 

efeitos indesejáveis. Dentre eles estão: queda de pressão arterial, tontura

Obs.: Na presença de qualquer um desses sintomas, procure o médico para que 

os procedimentos apropriados sejam realizados. 

,  

dor de cabeça, cansaço e fraqueza. Outros efeitos colaterais menos comuns 

incluem tosse seca, desmaio, náuseas, diarréia, cãibras musculares, disfunção 

renal e manifestações alérgicas, como erupção cutânea e inchaço das 

extremidades, lábios, língua e/ou laringe.  

6) NÓS NÃO PODEMOS E NÃO GARANTIREMOS QUE VOCÊ RECEBERÁ 

QUALQUER BENEFÍCIO DIRETO DESTE ESTUDO.  

7) Indiretamente, acreditamos que este estudo trará como benefício um 

entendimento dos efeitos benéficos do enalapril em pacientes hipertensos,  

bem como na obtenção de marcadores genéticos de resposta a este 

medicamento. 

8) Qualquer dado que possa ser publicado posteriormente em revistas científicas, 

não revelará a sua identidade. Entretanto, órgãos governamentais ligados à saúde 

podem solicitar informações a respeito da pesquisa e identidade dos voluntários 

nela envolvidos. 

9) Você pode retirar o seu consentimento para participar deste estudo a qualquer 

momento, inclusive sem justificativas e sem qualquer prejuízo para você.  
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10) Você terá a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou 

esclarecimento de qualquer dúvida a respeito dos procedimentos, riscos, 

benefícios e de outras situações relacionadas com a pesquisa e o tratamento a 

que será submetido. Qualquer questão a respeito do estudo ou de sua saúde deve 

ser dirigida ao Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos do Departamento de 

Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP), à Dra. Elaine 

Cristina Beltramin Martins, médica pertencente ao SAMSP-HC/USP e ao Dr. Celso 

Biagi, médico da Santa Casa de Araçatuba ou às Pós-graduandas Vanessa 

Fontana e Pâmela S. Silva do Departamento de Farmacologia da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto (FMRP). O telefone do Comitê de Ética em Pesquisa 

da FMRP é 016-3602-2228.  

 

Eu, _____________________________________________________, 

abaixo assinado, declaro que em ____/____/____ fui devidamente informado em 

detalhes pelo pesquisador responsável no que diz respeito ao objetivo da 

pesquisa, aos procedimentos que serei submetido, aos riscos e benefícios,  

à forma de ressarcimento no caso de eventuais despesas, bem como à 

indenização quanto por danos decorrentes da pesquisa. Declaro que tenho pleno 

conhecimento dos direitos e das condições que me foram asseguradas e acima 

relacionadas. 

Declaro, ainda, que concordo inteiramente com as condições que me 

foram apresentadas e que, livremente, manifesto a minha vontade de participar do 

referido projeto. 

 

_______________, __________ de ______________ de ______.   

 

________________________________    _______________________________ 
Assinatura do voluntário                     Assinatura do investigador/testemunha 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - CONTROLE 

“Marcadores genéticos e bioquímicos envolvidos na  

resposta terapêutica ao enalapril” 

Responsáveis: 

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

Dra. Elaine Cristina Beltramin Martins (SAMSP-HC/USP) (0xx16 3602 2330) 

Dr. Celso Biagi (Santa Casa de Araçatuba) (0xx18 3622 1120) 

 

Colaboradores:  

Vanessa Fontana - Pós-graduanda (FMRP-USP) (0xx16 97944843)  

Pâmela S. Silva - Pós-graduanda (FCM-UNICAMP) (0xx1688211908) 

 

Você está sendo convidado (a) a participar deste estudo um voluntário 

(a) sadio (a). O intuito de sua participação neste estudo visa fornecer dados para 

serem comparados com os aqueles provenientes dos indivíduos hipertensos 

tratados com o enalapril. 

Os detalhes do estudo são: 

1) Este projeto pretende basicamente estudar se algumas variações comuns de 

alguns dos seus genes (que transmitem características hereditárias) estão 

associadas à resposta ao tratamento com o anti-hipertensivo enalapril. Além disso, 

pretendemos estudar como estas variações podem modificar as quantidades de 

algumas substâncias produzidas pelo seu organismo presentes no seu sangue. 

Isto poderá nos auxiliar no entendimento das alterações benéficas que acontecem 

mediante o uso deste medicamento.  



Anexo 2 
93 

2) Sua participação neste estudo será: 

Serão retirados, por 3 vezes, 30mL do seu sangue, ao longo de  

2 meses, por punção venosa utilizando técnica adequada. Este volume de sangue 

é cerca de 20 (vinte) vezes menor do que o volume de sangue habitualmente 

doado quando um indivíduo doa sangue para bancos de sangue. Este sangue 

será utilizado para realizar todos os estudos laboratoriais mencionados acima.  

3) Você terá direito a ressarcimento financeiro caso ocorram gastos gerados 

exclusivamente pela sua participação como voluntário desta pesquisa. 

4) O paciente que venha participar dessa pesquisa em nível de pós-graduação, 

caso tenha algum dano decorrente da pesquisa, não abre mão dos seus direitos 

de indenização de acordo com as leis vigentes no país. Saliento ainda que o 

medicamento que será utilizado neste estudo é aprovado para uso no país, sendo 

preconizado para o controle da hipertensão. 

5) NÓS NÃO PODEMOS E NÃO GARANTIREMOS QUE VOCÊ RECEBERÁ 

QUALQUER BENEFÍCIO DIRETO DESTE ESTUDO.  

6) Indiretamente, acreditamos que este estudo trará como benefício um 

entendimento dos efeitos benéficos do enalapril em pacientes hipertensos, bem 

como na obtenção de marcadores genéticos de resposta a este medicamento. 

7) Qualquer dado que possa ser publicado posteriormente em revistas científicas, 

não revelará a sua identidade. Entretanto, órgãos governamentais ligados à saúde 

podem solicitar informações a respeito da pesquisa e identidade dos voluntários 

nela envolvidos. 

8) Você pode retirar o seu consentimento para participar deste estudo a qualquer 

momento, inclusive sem justificativas e sem qualquer prejuízo para você.  

9) Você terá a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou 

esclarecimento de qualquer dúvida a respeito dos procedimentos, riscos, 

benefícios e de outras situações relacionadas com a pesquisa e o tratamento a 



Anexo 2 
94 

que será submetido. Qualquer questão a respeito do estudo ou de sua saúde deve 

ser dirigida ao Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos do Departamento de 

Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP), à Dra. Elaine 

Cristina Beltramin Martins, médica pertencente ao SAMSP-HC/USP e ao  

Dr. Celso Biagi, médico da Santa Casa de Araçatuba ou às Pós-graduandas 

Vanessa Fontana e Pâmela S. Silva do Departamento de Farmacologia da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP). O telefone do Comitê de Ética 

em Pesquisa da FMRP é 016-3602-2228.  

 

Eu, _____________________________________________________, 

abaixo assinado, declaro que em ____/____/____ fui devidamente informado em 

detalhes pelo pesquisador responsável no que diz respeito ao objetivo da 

pesquisa, aos procedimentos que serei submetido, aos riscos e benefícios,  

à forma de ressarcimento no caso de eventuais despesas, bem como à 

indenização quanto por danos decorrentes da pesquisa. Declaro que tenho pleno 

conhecimento dos direitos e das condições que me foram asseguradas e acima 

relacionadas. 

Declaro, ainda, que concordo inteiramente com as condições que me 

foram apresentadas e que, livremente, manifesto a minha vontade de participar do 

referido projeto. 

 

_________________, __________ de ______________ de ______. 

 

 

_______________________________     _______________________________ 
Assinatura do voluntário                     Assinatura do investigador/testemunha 
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