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RESUMO



A hipertensdo € um fator de risco bem estabelecido para doengas
cardiovasculares. Embora existam muitas classes de drogas disponiveis, 0s
inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina (iIECA) sdo uma das classes
mais amplamente utilizadas. O efeito anti-hipertensivo dos iECA envolve a
vasodilatacdo e a melhora da funcdo endotelial através da inibicdo da ECA,
levando a uma diminuicdo da formacao de angiotensina Il (ang Il) e aumento dos
niveis de bradicinina. A diminuicdo da pressao arterial promovida pelo iECA é
explicada, ao menos em parte, pelo aumento da formacédo de 6xido nitrico (NO)
proporcionado pela bradicinina e diminuicdo do estresse oxidativo e
vasoconstricdo induzidos pela ang Il. Apesar de varios estudos com modelos
animais e in vitro evidenciarem que o tratamento com iECA promove aumento da
biodisponibilidade de NO em nivel tecidual, ndo existe consenso entre os estudos
clinicos que buscam associagao dos niveis circulantes dos metabolitos estaveis de
NO com a resposta anti-hipertensiva a essa classe de drogas. Além disso,
evidéncias crescentes indicam que os efeitos de drogas que aumentam a
biodisponibilidade de NO sdao modulados por polimorfismos no gene da sintase
endotelial do 6xido nitrico (eNOS) e do receptor tipo 2 de bradicinina (BDKRB2).
Assim, os objetivos do nosso estudo foram: 1) Identificar possiveis associagdes
entre o tratamento com enalaprii e mudancas em marcadores relevantes
relacionados ao estresse oxidativo e a formacao de 6xido nitrico e 2) investigar se
polimorfismos genéticos/haplétipos 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 voluntarios normotensos foram seguidos pelo mesmo periodo de tempo.
Amostras de sangue venoso foram coletadas antes do inicio do tratamento e apés
30/60 dias de tratamento com enalapril. As concentragcées de NOXx (nitrito + nitrato)
no plasma foram medidas usando reacao de Griess. As concentragdes de nitrito no
plasma e no sangue total foram determinadas por quimioluminescéncia.
Ja as concentracbes das espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e de
8-isoprostano no plasma foram determinadas por método fluorimétrico e ELISA,

respectivamente. O tratamento com enalapril diminuiu a pressao arterial nos
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pacientes hipertensos. No entanto, ndo encontramos mudancas estatisticamente
significativas nas concentracées de NOx plasmatico e nitrito medidos no plasma e
sangue total nem em marcadores de estresse oxidativo em individuos normotensos
ou pacientes hipertensos tratados com enalapril. Adicionalmente, para atingirmos o
segundo objetivo proposto, ndés avaliamos cento e seis pacientes hipertensos
tratados com enalapril por 60 dias. A diferenca entre a presséo arterial média (PAM)
antes e apés o tratamento anti-hipertensivo foi definida como APAM. Os pacientes
foram agrupados como respondedores pobres (RP) ou respondedores bons (RB)
quando APAM foi menor ou maior que a mediana, respectivamente.
O DNA gendmico foi extraido a partir do sangue total e amostras foram entdo
genotipadas para os polimorfismos da eNOS através de reacdo de PCR seguida
por eletroforese para o polimorfismo 4b/4a e por PCR em tempo real para os
polimorfismos T7%C e G894T. As frequéncias dos haplétipos da eNOS foram
estimadas pelo programa PHASE. Os polimorfismos C°®T e BE1 +9/-9 e os
haplétipos do gene BDKRB2 foram determinados por reagdo de PCR seguida por
sequenciamento. Os genétipos TC/CC e o alelo C para o polimorfismo T7%C no
gene da eNOS foram mais frequentes entre os RB quando comparado aos RP.
Adicionalmente, o genétipo TT para o polimorfismo C°®T no gene do BDKRB2 foi
mais frequente em RP quando comparado ao grupo dos RB. Nao foram
encontradas outras diferengas significativas nos demais genoétipos avaliados nem
nos haplétipos. Esses achados nos sugerem que o polimorfismo T®C no gene da
eNOS e C®®T no gene do BDKRB2 afetam a resposta anti-hipertensiva ao

enalapril.

Palavras-chave: Hipertensdo. Estresse oxidativo. Oxido nitrico. Enalapril.
Farmacogenética.
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ABSTRACT



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 Il 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 ll-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 NOXx,
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 AMAP. The patients were classified as poor responders (PR) or good
responders (GR) when their AMAP 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 T7%C and G894T polymorphisms.
The eNOS haplotype frequencies were determined by the programs PHASE.
The C°*T 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"®°C polymorphism of eNOS gene
were more frequent in GR, compared with PR patients. Furthermore,
the TT genotype for the CoeT 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 T7%C
polymorphism of eNOS gene and C®T polymorphism of BDKRB2 gene affect the

antihypertensive response to enalapril.

Key-words: Hypertension. Oxidative stress. Nitric oxide. Enalapril.
Pharmacogenetics.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLA

Ang- Angiotensina
Asp- Aspartato

BDKRB2- Receptor tipo 2 de bradicinina

BK- Bradicinina

C- Citosina

ECA- Enzima Conversora de Angiotensina

Enos- Sintase endotelial do 6xido nitrico

G- Guanina

Glu- Glutamato

HAS- Hipertensao Arterial Sistémica

iECA- Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina
NOx- Nitrito + nitrato

PA- Presséo arterial

PAD- Pressao Arterial Diastolica

PAM- Pressao Arterial Média

PAS- Pressao Arterial Sistélica

PCR- Polimerase chain reaction - reagcao em cadeia da polimerase

RB- Respondedores bons
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RP- Respondedores pobres

ROS- Reactive Oxygen Species - Espécies Reativas de Oxigénio

SNP- Single nucleotide polymorphism - polimorfismo de base Unica

T- Timina

TBARs- Thiobarbituric acid-reactive species - epécies reativas de acido tiobarbiturico

VNTR- Variable Number of Tandem Repeat - numero variavel de repeticbes em
tandem.

% Porcentagem
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1- INTRODUCAO



1.1- Hipertensao: um grave problema de saude publica

As doencas cardiovasculares constituem importante causa de morte e
incapacidade no mundo todo [1]. No Brasil, segundo os dados do ano de 2009,
as doencgas do aparelho circulatério contribuem com 29% dos ébitos para todas as

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

A Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) é o principal fator de risco
modificavel para doengas cardiovasculares [2], constituindo uma das principais
causas evitaveis de morte [3]. A mortalidade cardiovascular atribuida a HAS
corresponde a quase 6% do total de mortes ocorridas no mundo anualmente [4].
Sendo assim, o tratamento e o controle adequados da HAS sao de fundamental
importancia para a reducao da morbidade e mortalidade cardiovasculares [5,6].

A maioria dos hipertensos, além da reducdo do peso corporal,
da restricao alimentar e da pratica de exercicios fisicos regularmente, necessita do
controle da pressao arterial por drogas anti-hipertensivas [7-9]. Dentre as drogas
disponiveis no mercado, os inibidores da enzima conversora de angiotensina
(IECA) sdo amplamente usados na terapia da hipertensado e infarto do miocardio.
Estudos clinicos tém confirmado que tais medicamentos diminuem a mortalidade e
morbidade de pacientes com insuficiéncia cardiaca [10,11], além de serem
relevantes no processo de remodelamento ventricular esquerdo apos infarto

agudo do miocardio e insuficiéncia cardiaca [12,13].

Apesar de os iIECA apresentarem diversos efeitos benéficos ao sistema
cardiovascular, o0 mecanismo preciso pelo qual eles desempenham essa funcao
ainda n&o foi completamente elucidado. E bem estabelecido que os riscos de eventos
cardiovasculares sao reduzidos pelo uso de drogas que promovem diminuicdo dos
valores presséricos, sendo que a amplitude dessa reducdo é um importante
determinante do efeito benéfico destes tratamentos. Adicionalmente, dados coletados
de 17 ensaios clinicos, envolvendo cerca de 100 mil individuos tratados com iECA,
indicam que o tratamento com essa classe de drogas prové uma redugao do risco de
eventos cardiovasculares por mecanismos independentes da reducdo da pressao
arterial [14].

Introdugéo
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1.2- Farmacologia dos iECA

A Enzima Conversora de Angiotensina (ECA), também denominada
cininase IlI, dipeptidil carboxipeptidase ou peptidildipeptidio hidrolase,
possui diferentes substratos. Estes incluem a Angiotensina | [Ang |, Ang-(1-10)],
que é convertida em Ang Il (Ang-1-8), um potente vasoconstritor capaz de regular
a pressao sanguinea, dos fluidos e a homeostase de eletrdlitos; e a bradicinina
(1-9) [BK-(1-9)], um potente vasodilatador que € convertido em BK-(1-7),

um metabélito inativo.

Assim, a reducao da formacao de Ang Il a partir da Ang | e o aumento
dos niveis de cininas pela diminuicdo da sua degradacdo através da inibicdo da
ECA, promovem o aumento da vasodilatagcdo e melhora da funcédo endotelial [15].
E bem estabelecido que a Ang Il aumenta a formacgdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) pelas células da musculatura lisa vascular [16], demonstrando o
envolvimento do estresse oxidativo na patogénese de varias doencas
cardiovasculares, inclusive na hipertensdo. O anion superéxido, considerado o
ROS primario, interage com outras moléculas, como o NO®, resultando na
formagcdo de peroxinitrito, envolvido no desenvolvimento da hipertensao [17].
Niveis elevados de superoxido foram associados a supressao da formagéao de NO
em anéis de aorta em modelos animais de hipertenséo. O prejuizo na formacao de
NO pelas células endoteliais gera um quadro de disfuncdo endotelial,

um importante fator no desenvolvimento da hipertensao [16].

Dessa forma, a diminuicdo do estresse oxidativo via Ang Il e o aumento
da biodisponibilidade de NO parecem ser, ao menos em parte, responsaveis pelos
efeitos cardioprotetores adicionais a diminuicdo da pressao arterial promovido
pelos iECA [18-27].

Introdugéo
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1.3- Modulacao do 6xido nitrico pelos iECA

Diversos mecanismos sao atribuidos ao aumento da biodisponibilidade
de NO promovido pelos iECA, no entanto, o aumento do nivel de cininas,
principalmente a bradicinina (BK), desempenha papel central nesse efeito.
A acdo da BK é em parte mediada pela ligacao aos seus receptores B2 que,
através do aumento da concentracao de calcio intracelular e/ou fosforilagdo de
residuos de serina na posicdo 1177 da sintase endotelial do 6xido nitrico (eNOS),
promovem ativacdo da enzima com consequente producdo de NO [26,28].
Foi observado aumento da concentracdo dos metabdlitos do NO
(NOx=nitrito+nitrato) no sobrenadante de células endoteliais ap6s incubagcao com
diversos iECA, enquanto tal efeito foi completamente abolido apds incubacgao
concomitante com D-Arg-[Hyp®, Thi®®, D-phe’]-BK, um antagonista do receptor
B2 [29]. Além de promover aumento da atividade da enzima, estudos em humanos
e roedores tém demonstrado que a ligacdo das cininas aos seus receptores
também ativam a via do NO através da modulacdo da expressdo da
eNOS [30-32]. Foram demonstrados niveis proximos de mRNA da eNOS em ratos
controles e hipertensos tratados com enalapril, no entanto, foi observada
significativa diminuicdo do mRNA da eNOS na aorta de ratos hipertensos tratados
concomitantemente com enalapril e icatibant, um antagonista do receptor B2 [33].

Além disso, um metabdlito da BK (des-Arg®-BK), formado a partir da
acao de carboxipeptidades, também é capaz de promover o aumento da
biodisponibilidade de NO através da ativagdo de seus receptores BI1.
Adicionalmente, os receptores B1 parecem ser diretamente ativados pelos iECA
levando ao aumento de NO por um mecanismo semelhante aquele descrito para o
agonista des-Arg®-BK [34]. Além disso, outro mecanismo descrito capaz de
promover aumento das concentragdes de NO ocorre através da interacdo entre a
ECA e os receptores tipo 2 de BK (BDKRB2). Ao se ligarem a ECA, os iECA
promovem uma mudanca conformacional da enzima, que fica ancorada na
membrana celular, favorecendo a interacdo da BK ao seu receptor,
potencializando, assim, o efeito da BK [34].

Introdugéo
19



Ainda que diversos mecanismos sejam propostos para 0 aumento da
biodisponibilidade de NO pelos iECA, nao se sabe quanto cada via contribui para
esse efeito.

Apesar de varios estudos in vitro e em diversos modelos animais
evidenciarem que o tratamento com iECA promove aumento da biodisponibilidade
de NO, estudos clinicos apresentam resultados conflitantes em relagdo aos niveis
circulantes de metabdlitos do NO - nitrato ou NOx - em pacientes hipertensos.
Alguns estudos mostram altos niveis de metabdlitos do NO [35-39], enquanto
outros estudos mostram menores quantidades desses marcadores [40-42] apds
terapia com iECA.

Além dos iECA, varias outras classes de drogas usadas no tratamento
de doencas cardiovasculares, como os antagonistas do receptor de Ang I,
os bloqueadores dos canais de calcio 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
acao cardiovascular

Polimorfismos genéticos sao variacdes especificas na sequéncia de
bases nitrogenadas do DNA, cuja frequéncia seja igual ou superior a 1% na
populacédo [46]. O tipo mais comum de variacdo genética € a substituicao de
apenas 1 base nitrogenada por outra, chamado de SNP (single nucleotide
polymorphysms). Tal modificacdo na sequéncia de DNA pode conduzir a
alteracdées na sequéncia de aminoacidos, levando a produgdo de uma proteina
alterada, ou ainda a modificag6es na taxa de transcricao génica.

Introdugéo
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A enorme importancia do NO na manutengdo da homeostase do
sistema cardiovascular estimulou a procura de variagées no gene (polimorfismos)
que codifica a eNOS, as quais poderiam explicar diferentes niveis de atividade
desta enzima e, possivelmente, um maior risco ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, tais como hipertensdo, espasmo coronariano, doencas
cerebrovasculares, pré-eclampsia, trombose venosa profunda e infarto agudo do
miocardio [47-53].

Dentre os polimorfismos identificados para o gene da eNOS,
trés sdao amplamente estudados e apresentam grande relevancia clinica:
o polimorfismo de um Unico nucleotideo (SNP) na regido promotora T7%C,
que pode conter uma base T (alelo mais comum) ou C (alelo mais raro);
0 segundo corresponde a um numero variavel de repeticbes em tandem (VTNR)
de 27pb no intron 4, sendo que os alelos mais frequentes apresentam 4 copias
(alelo a, mais raro) ou 5 cépias (alelo b, mais comum); e o terceiro € um SNP no
exon 7 (G®*T) que ocorre através da substituicdo do nucleotideo G pelo
nucleotideo T na posicdo 894 do gene da eNOS, resultando na conversao do
glutamato para aspartato na posicdo 298 (Glu298Asp) da enzima [54].
As possiveis implicag6es funcionais desses trés polimorfismos estdo resumidas na

Figura 1 do nosso artigo de revisao localizado no Capitulo 2 da tese.

No polimorfismo T%€C, a ocorréncia 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 diminuicdo nos niveis celulares de mMRNA para eNOS,
e consequentemente, de eNOS (Figura 1a e 1b; Capitulo 2) [55,56].
Adicionalmente, foi identificada menor producao plaquetaria de NO em individuos
portadores do alelo C que em individuos nao portadores deste alelo [57].
Células endoteliais com o gendtipo CC tratadas com estatinas apresentaram
maiores niveis de mRNA para eNOS que as células portadoras do gendtipo
TT [58]. Além disso, este polimorfismo mostrou acdo moduladora sobre o aumento
da biodisponibilidade do NO, a diminuicdo do estresse oxidativo e os efeitos

antiinflamatérios produzidos em pacientes tratados com atorvastatina [59,60].
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Tais achados indicam que essa estatina poderia ser mais relevante para a
prevencao de eventos cardiovasculares em individuos com o genétipo CC do que
em individuos com gendétipo TT.

O polimorfismo no intron 4, possivelmente associado a formagéo de um
pequeno RNA que interfere na expressdo do gene da eNOS (Figura 1c e 1d;
Capitulo 2), também parece modular a resposta as estatinas. Os individuos
portadores do alelo “a” tratados com pravastatina mostraram significativa melhora
da vasodilatacdo induzida por adenosina quando comparados aos individuos
tratados com a estatina portadores gendtipo “bb”, provavelmente pelo maior
aumento da producao de NO pelo endotélio nos individuos com o alelo raro [61].

O polimorfismo Glu298Asp esta associado a alteracao da atividade da
eNOS (Figura 1e e 1f; Capitulo 2). Células portadoras do alelo Asp apresentam
menor disponibilidade da enzima na cavéola (|eNOS/Caveolina-1). Uma vez que a
localizagdo celular da eNOS e sua ligagdo a caveolina-1 desempenham papel
fundamental para ativagdo da enzima, individuos portadores do alelo raro estdo
associados a menor producado de NO. Tal polimorfismo também parece modular a
resposta a alguns farmacos. A presenca do alelo Asp parece estar associada ao
pior padrao de resposta quando comparada a individuos portadores do alelo Glu
[57,62-64]. Pacientes homozigotos para o alelo Glu tratados com hidroclorotiazida
mostraram maior reducao da pressao arterial quando comparados aos pacientes

portadores do alelo Asp [62].

A maioria dos estudos realizados até entdo consideram a contribuicdo
de apenas um polimorfismo no desenvolvimento de doengcas ou resposta a
farmacos e nao de uma combinacdo desses polimorfismos (haplétipos),
que é uma abordagem muito mais informativa. Atualmente, acredita-se que a
analise simultdnea de um conjunto de polimorfismos numa dada regido do gene,
ou seja, o haplétipo é mais informativa do que a analise individual de cada
polimorfismo [65-70].
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Adicionalmente, outros polimorfismos/haplétipos em outros genes
candidatos também podem afetar a resposta a farmacos de agéao cardiovascular.
Em funcdo do mecanismo de acdo dos iECA, o gene do receptor tipo 2 de

bradicinina (BDKRBZ2) 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 posicdo 58 da regido promotora do gene, enquanto o outro avalia a
presenca (+9) ou auséncia (-9) de uma sequéncia de 9 pb no exon 1 nao
codificante. Apesar de os efeitos funcionais desses polimorfismos ndo estarem
completamente elucidados, parecem estar associados a alteragées na taxa de
transcricdo génica [71]. A presenca do alelo +9 foi associada com diminuicao da
transcricdo do gene do receptor B2 e maior pressao sistélica quando comparado
ao alelo -9 [72,73]. Em contrapartida, um recente estudo envolvendo grande
nuamero de brasileiros sugere que o alelo -9 poderia conferir susceptibilidade a
hipertensdo, uma vez que estd associado a maior pressao diastélica [74].
Além disso, tal polimorfismo parece influenciar na resposta vasodilatadora
dependente de BK durante inibicdo da ECA [75]. Voluntarios saudaveis portadores
do gendtipo +9/+9 apresentaram menor fluxo sanguineo no antebragco e menor
vasodilatacdo em resposta a BK, durante administracdo do enalaprilato,
que individuos portadores do alelo -9.

Conforme descrito nos tépicos anteriores, experimentos in vitro ou com
modelos animais evidenciam o aumento da biodisponibilidade de NO
proporcionada pelos iECA, no entanto, ndo existe consenso entre os estudos
clinicos que buscam associagao dos niveis circulantes dos metabdlitos estaveis de
NO com a resposta a essa classe de drogas. Além disso, ndo se sabe se
polimorfismos em genes relacionados a via de agédo dessa classe de farmacos
(como o gene da eNOS e do BDKRB2) sao capazes de modular a resposta
anti-hipertensiva ao enalapril, um conhecido e muito utilizado iECA.
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2- OBJETIVOS



Os objetivos do nosso estudo foram:

2.1- |dentificar possiveis associagcdes entre 0s niveis sanguineos dos marcadores
bioquimicos relacionados ao estresse oxidativo e ao 6xido nitrico com a

resposta anti-hipertensiva ao enalapril (Capitulo 1).

2.2- |dentificar possiveis associacdes entre polimorfismos genéticos/haplétipos nos
genes da eNOS e do BDKRB2 com a resposta ao tratamento anti-hipertensivo
com enalapril (Revisdo da literatura: Capitulo 2 e Parte Experimental:
Capitulo 3).

Objetivos
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3- CAPITULOS



CAPITULO 1

ANTIHYPERTENSIVE EFFECTS EXERTED BY ENALAPRIL
IN MILD TO MODERATE HYPERTENSION ARE NOT
ASSOCIATED WITH CHANGES IN THE CIRCULATING
LEVELS OF NITRIC OXIDE-RELATED MARKERS
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Abstract

Purpose The antihypertensive effects of angiotensin-
converting enzyme inhibitors (ACEi) are explained, at
least in part, by enhanced bradykinin-dependent nitric
oxide (NO) formation and decreased angiotensin Il-
induced oxidative stress and vasoconstriction. We ex-
amined for the first time whether treatment with
enalapril increases the plasma levels of markers of NO
formation and decreases oxidative stress in mild to
moderate hypertensive patients.

Methods Eighteen untreated hypertensive patients were trea-
ted with enalapril 10 mg/day (n=10) or 20 mg/day (n=8) for
60 days. Eighteen normotensive healthy controls were
followed for the same period. Venous blood samples were
collected at baseline and afier 30/60 days of treatment with
enalapril. Plasma NOx (nitrites+nitrates) concentrations
were determined by using the Griess reaction. Plasma nitrite
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and whole blood nitrite concentrations were determined by
using an ozone-based chemiluminescence assay. Plasma
thiobarbituric acid-reactive species (TBARS) and 8-
1soprostane concentrations were determined by a fluorimetric
method and by ELISA, respectively.

Results Treatment with enalapril decreased blood pressure in
hypertensive patients. However, we found no 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.
Conclusions Our data show that enalapril 10-20 mg/day
does not affect the concentrations of relevant markers of
NO formation or markers of oxidative stress in mild to
moderately hypertensive subjects, despite satisfactory
blood pressure control. Our findings do not rule out
the possibility that ACEi may produce such effects in
more severely hypertensive patients treated with higher
doses of ACE:.

Keywords ACE inhibitors - Enalapril - Nitric oxide -
Oxidative stress - Hypertension

Introduction

Hypertension is a major risk factor associated with cardiovas-
cular events, and a number of different drugs can be used to
treat it. While many drugs are available, angiotensin-
converting enzyme inhibitors (ACEi) are known to exert
many beneficial effects that reduce mortality and morbidity in
patients with cardiovascular disorders [1]. The antihyperten-
sive effects of ACEi involve vasodilation and improved
endothelial function resulting from ACE inhibition, which
lowers angiotensin 1l formation and increases bradykinin
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levels [2]. Bradykinin, in turn, stimulates receptors on
endothelial cells causing the release of vasodilators such as
nitric oxide (NO), prostacyclin, and endothelium-derived
hyperpolarizing factor EDHF [3]. Therefore, it is generally
accepted that ACEi decrease the blood pressure in hyperten-
sive patients, at least in part, by enhancing bradykinin-
dependent NO formation and by decreasing angiotensin 11-
induced oxidative stress and vasoconstriction [3—6].
Previous clinical studies showed increased circulating
nitrates or NOx (nitrates+nitrites) levels, suggesting that
ACEi increase NO bioavailability in hypertensive patients
[7-12]. However, nitrates or NOx concentrations are
influenced by a variety of NO synthase-independent factors
including diet, clinical conditions, medications, smoking,
and environmental chemicals [13], thus limiting the clinical
utility of measuring nitrates or NOx levels to assess
endogenous NO production. Therefore, there is only very
limited clinical evidence indicating that ACEi increase NO
bioavailability. In contrast with NOx or nitrate levels,
plasma or whole blood nitrite concentrations have been
shown to reflect endogenous NO formation and to reflect
endothelial function under normal or pathological condi-
tions [14-18]. However, no previous study has examined
whether ACEI increase the circulating levels of nitrite in
plasma or whole blood from hypertensive patients. In the
present study, we evaluated whether treatment with enalap-
ril increases nitrite levels in plasma or in whole blood
samples from mild to moderate hypertensive patients. We
have also examined the effects of this treatment on plasma
NOx concentrations and on markers of oxidative stress.

Materials and methods
Study subjects

This study was approved by the Institutional Review Board
at the Faculty of Medicine of Ribeirao Preto, University of
Sao Paulo, Brazil, and each subject provided written
informed consent. The present work was carried out in
accordance with the ethics standards of the Helsinki
Declaration. Eighteen untreated hypertensive patients were
recruited at the Cardiology Division from the Aracatuba
Health Center at Aracatuba (SP, Brazil). Eighteen normo-
tensive, healthy controls were recruited from the general
public. All the subjects provided a complete health history
and underwent physical examination and laboratory analy-
sis to exclude individuals with evidence of severe or
secondary hypertension, other concomitant cardiovascular
diseases, or respiratory, hepatic, renal, or hematological
dysfunction. None of the patients or healthy controls had a
smoking habit or were given any additional antihyperten-
sive medications or drugs during the study.

@ Springer

Study design

After the initial evaluation, patients were treated with
enalapril 10 mg/day (n=10) or 20 mg/day (n=8) for
60 days. Normotensive healthy controls were followed for
the same period. Venous blood samples were collected after
overnight (>12 h) fasting into heparin Vacutainer tubes
(Becton-Dickinson Sao Paulo, Brazil) before the treatment
and 30 and 60 days after the treatment with enalapril was
started. Healthy volunteers were sampled at the same time
intervals as hypertensive patients.

Blood samples used to assess whole blood nitrite concen-
trations were immediately mixed with a nitrite preservative
solution containing 0.8 M ferricyanide and 1% NP-40 in a 5:1
dilution, as previously described and stored at —20°C [19].
Blood samples used to assess plasma thiobarbituric acid-
reactive species (TBARS), 8-isoprostane, nitrite, and NOx
(nitrate+nitrite) were centrifuged at 1,000 g for 3 min, and
plasma aliquots were immediately stored at —70°C until
analyzed as described below.

Measurement of plasma TBARS and &-isoprostane

To evaluate oxidative stress, plasma TBARS were deter-
mined by a fluorimetric method as previously described
[20]. In addition, to further study oxidative stress, plasma 8-
isoprostane (8-1s0PGF,,) concentrations were determined
with commercially available enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) kits (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI,
USA), according to manufacturer’s instructions.

Measurement of plasma NOx and nitrite and whole blood
nitrite concentrations

The plasma NOx concentrations were determined in
duplicate by using the Griess reaction as described
previously [21, 22]. Briefly, 40 ul of plasma was incubated
with the same volume of nitrate reductase buffer [0.1 M
potassium phosphate, pH 7.5, containing | mM beta
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH),
and 2 units/'mL of nitrate reductase] in individual wells of a
96-well plate. Samples were allowed to incubate overnight
at 37°C in the dark. To each well, 80 pL of freshly prepared
Griess reagent (1% sulphanilamide, 0.1% naphthylethyle-
nediamine dihydrochloride in 5% phosphoric acid) was
added, and the plate was incubated for an additional 15 min
at room temperature. A standard nitrate curve was obtained
by incubating sodium nitrate (0.2-200 uM) with the same
reductase buffer. The total nitrite recovery was >98%, and
absorbances were measured at 540 nm using a microplate
reader.

Plasma nitrite content was analyzed in triplicate using an
ozone-based chemiluminescence assay as previously de-
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scribed [15, 23]. Briefly, 100 pl of plasma samples were
injected into a solution of acidified tri-iodide, purged with
nitrogen in-line with a gas-phase chemiluminescence NO
analyzer (Sievers Model 280 NO Analyzer, Boulder, CO,
USA). Approximately 8 ml of tri-iodide solution (2 g
potassium iodide and 1.3 g iodine dissolved in 40 ml water
with 140 ml acetic acid) was placed in the purge vessel into
which plasma samples were injected. The tri-iodide
solution reduces nitrite to NO gas, which is detected by
the NO analyzer.

To measure nitrite concentrations in whole blood, the
samples were deproteinated with a 1:1 volume of cold
methanol and centrifuged at 14,000 g for 5 min. Nitrite was
measured by injecting 200 pl of the supernatant into a
solution of acidified tri-iodide, purged with nitrogen in-line
with a gas-phase chemiluminescence NO analyzer as
described above.

Statistical analysis

The clinical and laboratory characteristics are expressed as
mean=SD. Comparisons between groups were performed
with unpaired Student’s ¢ test. The other biochemical
parameters were represented as box and whisker plots
showing range, quartiles, and the median. These parameters
were compared between groups with Mann-Whitney tests.
The effects of treatment (in hypertensives) or of time (in
normotensives) were evaluated by Friedman test. A
probability value <0.05 was considered the minimum level
of statistical significance.

Results

Clinical and laboratory characteristics of healthy controls
and hypertensive patients are shown in Table 1. As
expected, hypertensive patients had higher systolic and
diastolic blood pressure than normotensive controls (P<
0.05; Table 1). No other significant differences were found
between the two study groups (Table 1).

Treatment with enalapril decreased both systolic and
diastolic blood pressure in hypertensive patients, and this
effect was significant after 30 days of treatment (P<0.003;
Fig. 1). Because we found no significant differences in the
responses of hypertensive patients to enalapril 10 or 20 mg/day
(data not shown), we reported all the results together (Figs. 1,
2, and 3).

We found no significant differences between groups
and no significant changes in plasma levels of markers
of oxidative stress (TBARS and 8-isoprostane) in either
normotensive controls or in hypertensive patients treated
with enalapril for 60 days (Fig. 2a, b, respectively; both
P>0.03).

Table 1 Clinical and laboratory characteristics of study subjects

Normotensives Hypertensives
Number 18 18
Age (years) 45=14 45213
BMI (kg/m?) 27.5+5.4 29.3=6.0
SBP (mmHg) 121=6 145=11*
DBP (mmHg) 77£10 92+8*
HR (beats/min) 78=12 74+8
Total cholesterol (mg/dL) 213+55 19444
LDL cholesterol (mg/dL) 137+49 125+34
HDL cholesterol (mg/dL) 51£12 46=9
Triglycerides (mg/dL) 12260 15763
Glucose (mg/dL) 87=11 90=7
Creatinine (mg/dL) 0.73=0.11 0.83=0.13
Potassium (mEq/L) 4.0+04 4.0+02

BM! Body mass index, SBP systolic blood pressure, DBP diastolic
blood pressure, HR heart rate

Values are mean=5.D.

*P<(0.001 vs. normotensives

In parallel with oxidative stress markers, we found no
significant differences between groups and no significant
changes in plasma NOx and nitrite and in whole blood
nitrite concentrations in both normotensive controls and in
hypertensive patients treated with enalapril for 60 days
(Fig. 3a—c, respectively; all P>0.03).

A *
150 ==
o
) o —_ i
E
100
£
o
o]
i
% 50
&
a
B
100 +
— "
% N L =
T BO{ _—— —_ i =
3
-~ BO
o
o
L 40
[}
2
8 20
o
v]
Bazabre 30 days 60 days Baseline 3fidayse 60 days
Enalapril treatment
Mormotensives Hypartensives

Fig. 1 Systolic (a) and diastolic (b) blood pressure (BP) in
normotensives (apen bars) and hypertensives (filled bars) at baseline,
and after 30 and 60 days of treatment with enalapril. *P<0.0001 vs .
baseline values in normotensives. “P<0.005 vs baseline values in
hypertensives
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Fig. 2 Plasma thiobarbituric acid-reactive species (TBARS; a) and
8-isoprostane (b) concentrations in normotensives {open boxes) and
hypertensives (filled boxes) at baseline, and after 30 and 60 days of
treatment with enalapril. The box and whisker plots show range and
quartiles. The hoxes extend from the 25th percentile to the 75th
percentile, with a line at the median. The whiskers show the highest
and the lowest values

Discussion

To our knowledge, this is the first study investigating the
possible effects of treatment with an ACEi on the nitrite
concentrations in plasma and in whole blood samples from
hypertensive patients. While the drug exerted antihyperten-
sive effects, we found no significant effects of treatment
with enalapril for 60 days on these markers of endogenous
NO formation. In parallel with these findings, we found no
effects on markers of oxidative stress.

Previous clinical studies examining the effects of ACEi
on the circulating levels of nitrates or NOx have shown
conflicting results. Some studies showed higher NOx levels
[7, 9—12], whereas others studies showed lower NOx levels
[8, 24, 25] after therapy with ACEiL It is possible that
differences in study designs, lack of control for potential
confounders affecting NOx levels including smoking,
severity of hypertension, concomitant diseases, and other
drugs used by the patients may have led to inconsistent
conclusions. We found that enalapril produced no effects on
NOx levels in a relatively homogeneous group of patients
not receiving any other drugs and not affected by other
diseases. More importantly, the lack of effects of enalapril
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Fig. 3 Plasma NOx (nitrites—nitrates; a) and nitrite (b) concentrations
and whole blood nitrite concentrations (c) in normotensives (open
boxes) and hypertensives (filled boxes) at baseline, and after 30 and
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75th percentile, with a line at the median. The whiskers show the
highest and the lowest values

on plasma nitrite and on whole blood nitrite levels strongly
suggests that the doses of enalapril used in the present study
do not modify the circulating levels of relevant markers of
endogenous NO formation [14-18].

Some issues regarding indexes of NO production must
be taken into consideration to interpret the results reported
here. Firstly, the clinical utility of plasma nitrate as a marker
of NO formation has been challenged by interference of
other confounding factors such as bacterial nitrate synthesis
in the bowels, denitrifying liver enzymes, saliva formation,
and environmental nitrogen oxides [13, 26]. In addition, the
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high background concentration of nitrate in plasma may
hamper the detection of small changes in NO bioavailabil-
ity [26]. Conversely, the assessment of plasma and whole
blood nitrite concentrations has been shown to reflect
endogenous NO formation [14—18]. In fact, these markers
are associated with NO synthase activity [27]. Therefore,
our results indicate that treatment of mild to moderately
hypertensive patients with enalapril does not affect NO
formation significantly, even though significant reductions
in blood pressure were found. Giving further support to
these findings, we found that treatment with enalapril had
no effects on two circulating markers of oxidative stress
(TBARS and 8-isoprostane plasma concentrations).

ACEIi were shown to upregulate eNOS protein expres-
sion and activity in different experimental studies [28-31].
Although we have no precise explanation for the lack of
significant effects of enalapril on NO formation in the
present study, it is possible that treatment with enalapril
promotes increased NO formation at tissue levels that are
not reflected by assessing the circulating levels of relevant
markers of NO formation. Indeed, the protective effects of
ACEi may occur locally, as previously demonstrated in
some studies using isolated cardiomyocytes [32]. More-
over, the protective effects of ACEi are diminished or
absent in eNOS knockout mice [33]. Therefore, it is
possible that the circulating NO makers may not precisely
reproduce NO levels at tissue level.

We found no significant differences between normoten-
sive controls and hypertensive patients when we compared
both NO formation biomarkers and oxidative stress
biomarkers. Therefore, it is possible that the group of
hypertensive patients included in the present study had only
minor changes in both endogenous NO formation and
oxidative stress levels compared with healthy volunteers.
Although untested, we believe that different results could
be found in the present study if we had included more
severely hypertensive patients. Such patients may have
more severely impaired NO levels and increased oxidative
stress.

Previous studies have shown that eNOS polymorphisms
may modify NO levels, both in healthy subjects [23, 34]
and in hypertensive patients [35, 36]. Interestingly, eNOS
polymorphisms may modify the responses of some cardio-
vascular drugs that increase NO formation [37-39], thus
suggesting that eNOS polymorphisms may modify the
responses to ACEi. However, this hypothesis remains to be
tested.

In conclusion, our data show that enalapril 10-20 mg/day
does not significantly affect the concentrations of relevant
markers of NO formation or markers of oxidative stress
in mild to moderately hypertensive subjects, despite
satisfactory blood pressure control. Our findings do not
rule out the possibility that these ACEi may produce

such effects in more severely hypertensive patients
treated with higher doses of enalapril, and this possibil-
ity deserves further investigation.
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Resumo

A farmacogenética é um dos campos mais promissores
da medicina. A conclusdo do Projeto Genoma permitiu
que esse campo comegasse a descobrir fatores complexos
modulando a resposta as drogas, e novas tecnologias estdo
a poucos passos de permitir uma grande expansdo da drea.
As doencas cardiovasculares estio atualmente entre as
maiores causas de internacoes hospitalares e morte, e tém
sido alvo de grande parte dos estudos genéticos de doencas
complexas. Paralelamente & identificacdo de marcadores
de suscetibilidade a doenca, é necessaria a investigacdo de
como perfis genéticos diferentes podem alterar respostas
aos farmacos atualmente empregados. O sistema biolégico
que controla a produgio endotelial do éxido nitrico tem
sido um dos grandes alvos nas respostas farmacoldgicas aos
farmacos usados na terapia de doencas cardiovasculares.
Esta revisdo tem como objetivo abordar os conhecimentos
correntes da interacdo entre as variagdes genéticas da eNOS
e as respostas farmacolégicas aos farmacos empregados no
sistema cardiovascular.

Introducao

Os resultados iniciais do Projeto Genoma foram publicados
em 20017 e, nestes dltimos oito anes, houve um grande avango
no entendimento dos mecanismos moleculares que permeiam
as influéncias genéticas no ser humano. Uma das principais
implicagdes do conhecimento acumulado do genoma humano
é ainvestigacio de caracteristicas genéticas e suas associagbes
a fendmenos até entdo nao explicados.

As caracteristicas genéticas varidveis (polimorfismos)
estudadas se dividem em trés grandes grupos: polimorfismos
de base Gnica (single nucleotide polymorphisms - SNPs),
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variagdo no nimero de repeticoes de sequéncias especificas
(microssatélites e variable number of tandem repeats) e
insercbes/delecoes de sequéncias génicas especificas. Para
seremn caracterizadas como polimorfismos, essas caracteristicas
devem ter uma frequéncia estivel em pelo menos 1% na
populacio e, por si s, ndo serem capazes de causar alguma
doenca genética. Esses polimorfismos sdo responsdveis pelas
diferencas de caracteristicas individuais em cada ser humano
em nossa populacio.

Recentemente foi disponibilizada a base de dados
do International HapMap Project, que disponibiliza os
chamados “tagSNPs” (SNPs que sinalizam a presenca de
um conjunto especifico de alelos em outros polimorfismos
proximos). Polimorfismos situados muito préximos entre
si tendem a segregar em conjunto dos pais para os filhos,
formando haplétipos. A ideia dos “tagSNPs” é genotipar
apenas alguns polimorfismos representantes desses
haplétipos e inferir os demais por probabilidade. Cada
populagdo tem seu conjunto de “tagSNPs”, contempladas
em grande parte pelo HapMap Project’.

Inerentes a todos os tratamentos farmacoldgicos existem
situagdes de nao resposta e toxicidade a doses usuais de
farmacos, que ndo podem ser explicados por comorbidades,
situacoes fisiologicas especificas ou habitos dos pacientes. A
farmacogenética € o campo do conhecimento focado no estudo
de interacdes de polimorfismos genéticos com a farmacologia,
tratando tanto de alteracoes na cinética dos firmacos (absorcao,
transporte, metabolizacdo e eliminagdo) como na dinamica da
interacdo dos farmacos com seus receptores®.

A farmacogenética visa detectar previamente caracteristicas
individuais dos pacientes que possam identifica-los como
“bons respondedores”, ou “maus respondedores”, a cada
tratamento farmacolégico. Milhes de délares sao gastos
anualmente em todo o mundo com tratamentos ineficazes
(incapazes de tirar o paciente de uma situacao de risco), ou
com internagdes por intoxicagdes farmacoldgicas; situagdes
que poderiam ser evitadas otimizando a pratica da “tentativa
e erro” usada na clinica®. Os dados sdo de fato alarmantes:
em torno de 7% do total de internagdes nos Estados Unidos
em 2006 e de 6,5% no Reino Unido em 2004 foram
decorrentes de reacdes adversas a medicamentos®®. Esses
ndmeros mostram a grande importancia da personalizagio e
racionalizacao no uso dos medicamentos.

Basicamente, o objetivo maior da farmacogenética é
individualizar os tratamentos farmacoldgicos de maneira
racional, direcionada, e, sobretudo, com fortes bases
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cientificas para reduzir os efeitos colaterais, a ineficacia
terapéutica e seus desdobramentos.

Os avangos na biologia molecular e na bioguimica t&m
evidenciado o real desafio da farmacogenética: cada via
fisiologica tem dezenas de proteinas que interagem entre si;
cada proteina, codificada por seu gene (com polimorfismos),
pode ter sua transcricdo regulada por diversas outras proteinas,
cujos genes também tém polimorfismos. Adicionando
complexidade a isso, as vias bioquimicas interagem entre si
de maneiras complexas (muitas delas ainda desconhecidas),
de forma que &s vezes o real causador de uma alteragdo na
resposta ao farmaco nio &, de forma alguma, dbvio.

Tal complexidade leva a duas correntes genéricas para o
estudo da farmacogenética: os estudos baseados em Cenome
Wide Association Studies (GWAs), e os estudos baseados nas
vias fisiologicas e fisiopatologicas dos sistemas biologicos.

Cenome Wide Association Studies s3o estudos grandes que
usam técnicas de genotipagem em larga escala, capazes de
caracterizar milhares de polimorfismos em todo o genoma
em um Unico experimento. Esse tipo de ensaio permite a
geracdo de resultados sem hipdteses preconcebidas. A ideia
por trds da utilizagdo desses estudos na farmacogenética &
que a resposta as drogas muitas vezes envolve vias ainda
desconhecidas, dificultando a geragdo de hipoteses a priori”.
Dessa maneira, tornam-se possiveis estudos clinicos em
larga escala sem a necessidade de escolher anteriormente
polimorfismos candidatos para associagdo com determinado
fendtipo. GWAs tém um enorme potencial de gerar novas
hipoteses, e provavelmente serdo capazes de alavancar o
desenvolvimento do conhecimento na farmacogenética* em
médio prazo. Contudo, existern sérias limitagcdes nesse tipo do
estudo: a necessidade de grandes nimeros de pacientes ou de
um grande efeito clinico por parte desses polimorfismos, para
gue o estudo tenha poder estatistico suficiente para detectar
diferengas significantes. GWAs envolvem custos altfssimos, na
ordem de milhdes de délares cada®; além disso, os grandes
esforgos de recrutamento de pacientes (os quais nao tendem a
reduzir de custo como as tecnologias empregadas atualmente?)
ddo um indicativo de que CWAS provavelmente se restringirdo
a grandes centros ricos em financiamentos™.

Por definigdo, CWAs testam apenas variantes comuns
dos genes, ignorando completamente variantes raras (que
podem, potencialmente, exarcer grandes efeitos na resposta a
farmacos)®'"; além disso, os chips atuais se baseiam nos painéis
do HapMap FProject para cobrir praticamente a totalidade dos
SNPs comuns no genoma, de forma que populagbes nao
representadas nesses painéis podem ter erros nas inferéncias
dos haplétipos, em razao de diferengas nos “tagSNFPs”, nao
sendo contempladas atualmente nesse tipo de estudo''.
Existemn também limitages técnicas nos estudos por chips
de DNA. Para se ter uma ideia, de 83 variantes génicas com
grande importancia clinica estudadas por Peters’, apenas 45
sdo contempladas nos painéis do HapMap Project por causa
de dificuldades técnicas (impossibilidade de determinar
grandes insercoes/delegdes), mostrando que esza tecnologia
pode estar longe de ser a ferramenta definitiva para estudos
em farmacogenética.

Outro desafio nos GWAs é a interpretacao dos dados;
em alguns casos, ocorrem relagoes que se demonstram

nitidamente artefatos por flutuagoes estatisticas®. Até
o momento, a2 maioria dos GWAs se concentrou nos
polimorfismos para suscetibilidade a doengas, existindo
apenas poucos estudos em farmacogenética, de forma que
ainda existe um grande campo para a expansao desse tipo de
estudo na resposta diferenciada aos farmacos®.

Existe uma outra abordagem, talvez tao eficiente quanto
os GWAS, para se estudarem genes que participam de
mecanismos fisioldgicos jd conhecidos®. Essa visao baseia-se
na sugestdo de que se um gene € implicado na causa de uma
doenca, ou é capaz de influenciar a respasta a um farmaco,
provavelmente outros genes na mesma via também podem
estar envolvidos®. Idealmente, estudos prévios determinam
o efeito dos polimorfismos por ensaios moleculares de
expressan e/ou atividade enzimatica, e os resultados
encontrados podem entdo ser verificados em seres humanos
em estudos clinicos'”. Nesses, a genotipagem é realizada
por métodos comuns, e & acompanhada pela andlise de
marcadores bioguimicos relacionados a proteina afetada, e
pela associagdo com o fendtipo final (doenga ou resposta ao
tratamento}. Essa abordagem genétipo-bioquimica-fendtipo
final & de grande valia, pois polimorfismos genéticos podem
causar alteragdo na atividade ou expressio de proteinas. Essas,
por sua vez, podem alterar as concentragdes plasmaticas
de algum produto bioguimico envolvido em um processo
fisiopatologico. Dessa forma, tais polimorfismos podem ter
grande valor preditivo na clinica médica. Dois exemplos
recentes de estudos que podemos citar s3o: i) o estudo de
polimorfismos no gene da aldosterona sintase, com posterior
guantificacdo da concentracdo de aldosterona circulante, e
avaliagdo da associagdo com hipertensao resistente'?; i) o
estudo de polimorfismos na eNOS, gquantificacao de niveis
plasmdticos de nitrito, e investigacdo da associagdo com
pré-eclampsia'®. Essa abordagem ndo necessita de recursos
humanos e financeiros tio grandes e, por suas caracteristicas,
possui um grande potencial de gerar resultados mais focados
nos problemas clinicos, com aplicabilidade em curto prazo.

Provavelmente, o ideal seria buscar a complementagao de
CWAs com estudos tradicionais, unindo a grande abrangéncia
dos CWAS com as vantagens de se ter o foco em hipéteses de
grande interesse. Essa combinacao poderia levar a conclustes
mais sdlidas, sem negligenciar achados importantes’,

Enfim, a farmacogenética € uma ciéncia nova, gue
promete grandes impactos na maneira como as doengas serao
tratadas. Esta revisao abordara os mecanismos da interagao de
polimorfismos no gene da sintase endotelial de dxido nitrico
com as respostas farmacologicas as drogas cardiovasculares
em uso corrente.

Relevancia do oxido nitrico para o aparelho
cardiovascular

O endotélio tem um papel importante na regulagio da
homeostase vascular e na manutencao do tnus vascular,
estando envolvido com vias fisioldgicas importantes no
controle da resisténcia arterial ao fluxo sanguineo. Entre
diversos mediadores liberados pelo endotélio, o dxido
nitrice (NO) exerce papel fundamental na regulacdo do
sistema cardiovascular. Apos sua formacao pelo endotélio,

Arq Bras Cardicl 2011; 96(2): e27-234
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o NO difunde-se para o mdsculo liso e interage com o
grupo heme da guanilato ciclase soldvel (sCC) tormando-a
ativa, Essa enzima sintetiza guanosina monofosfato ciclica
(CGMPc) a partir da guanosina trifosfato (GTP), levando a um
actimulo de GMPc nessas células. Isso ativa vias de sinalizagao
intracelulares que diminuem o grau de contragao do misculo
liso vascular, levando ao relaxamento do vaso™. Além desses
efeitos vasculares, o NO também estd envolvido na inibicao
da agregacao e adesao plaquetaria.

O NO é formado pelas enzimas NO-sintases (NOS}, que
catalisam a conversio de L-arginina em L-citrulina e NO.
Existem trés isoformas dessa enzima: neuronial (nNOS ou
NOSI), induzida (iINOS ou NOSII) e endotelial (eNOS ou
NOSIHI™, A nNOS € encontrada em uma variedade de
células gue incluem os neurdnios e células endoteliais. Tanto
a nNOS guanto a eNOS s3o isoformas constitutivas e sao
calcio-dependentes, necessitando do aumento dos niveis
de cilcio intracelular e consequente ligagdo desse com a
calmodulina (CaM] para a ativagdo dessas enzimas. A iINOS
ndo é constitutiva e é expressa em processos inflamatérios.

No sistema cardiovascular, 2 eNOS € a principal responsavel
pela sintese de NO'™ 5, A eNOS localiza-se nas invaginagoes
da membrana plasmatica de células endoteliais, denominadas
cavéolas. A interagdo da eNOS com uma proteina chamada
caveolina resulta na inatividade da eNOS que se deve, em
parte, pela ocupacio do sitio de ligacao da calmodulina”.

A reducio da expressdo ou da atividade da eNOS pode
resultar em menor produgio de NO. Diversos estudos tém
sugerido que o desequilibrio na biodisponibilidade do NO
exerce papel significativo na disfuncdo endotelial. Varias
doengas estio associadas com disfungao endotelial e reducao
da bicdisponibilidade do NO, entre elas, hipertensao’®, pré-
eclampsia’® e sindrome metabdlica®™.

O estresse oxidativo estd envolvido em processos
fisiopatologicos de indmeras doencas cardiovasculares, e
existem evidencias que demonstram sua contribuicao na
disfuncao endotelial. As espécies reativas do oxigénio (ROS),
como o dnion superdxido, reagem com o NO resultando
na formacio de peroxinitrito. O aumento na produgdo de
ROS leva, portanto, a uma redugdo da bicdisponibilidade
do NO?*, podendo favorecer o surgimento de diversas
doencas cardiovasculares. O aumento das ROS também pode
levar & oxidagao do cofator BH4 da eNOS, levando a um
desacoplamento dessa enzima. Dessa forma, a eNOS passa
a produzir anion superdxido em vez de NO*, levando a um
ciclo vicioso que aumenta cada vez mais o estresse oxidativo
e reduz cada vez mais a disponibilidade de NO.

Relevancia do oxido nitrico para as
respostas as drogas de acao cardiovascular

Diversos grupos de drogas usadas no tratamento de
doengas cardiovasculares aumentam a biodisponibilidade do
NO. Dentre elas, temaos os inibidores da enzima conversora
de Angiotensina (iECA), antagonistas dos receptores de
Angiotensina Il (Ang Il) e os blogueadores do canais de
calcio (BCC). Além desses anti-hipertensivos, diversos
estudos tém evidenciado o aumento do NO causados por
inibidores da 3-metilglutaril coenzima A redutase (estatinas),

Arg Bras Cardial 201 1; 96{2); e27-234

provavelmente de forma independente da reducio dos
niveis de lipideos®2.

Inibidores da ECA atuam reduzindo as concentragoes de
Ang Il, um potente vasoconstritor enddgeno. Paralelamente,
ocorre um aumento das concentragdes de cininas (cujo efeito
predominante é oposto 4 Angll), e isso contribui para os efeitos
cardiovasculares dessas drogas™. Os iECA parecem também
estimular a expressao e atividade da eNOS* %, provavelmente
envolvendo a ligagio das cininas aos seus receptores®*', Esses
efeitos sdo inibidos pelo tratamento concomitante com HOE-
140, um antagonista do receptor B, de cinina®*.

Os inibidores dos receptores de Ang |l sao utilizados por
inibirem competitivamente a ligagdo da Ang Il ao receptor
AT1, atenuando os efeitos vasoconstritores da Ang |l Essas
drogas também atuam aumentando a biodisponibilidade de
NO, provavelmente pelo aumento da expressao proteina
aNOS ou ativagao de outros receptores que levam 2 ativagio
da eNOS#3,

Os blogueadores de canais de cdlcio (BCC) inibem a
antrada de cdlcio nas células musculares lisas, e dessa forma
levam a uma menor contratibilidade e débito cardiaco.
Existern evidéncias de que essa classe também aumenta a
biodisponibilidade do NO**, Estudos clinicos evidenciaram
significativa melhora da vasodilatagio endotélio-dependente
em pacientes hipertensos e hipercolesterolémicos tratados
com BCC, mostrando reversao da disfungao endotelial®.
Provavelmente o aumento do NO é decorrente do aumento
da atividade e exprassao da eNOS associado a essas drogas™.

As estatinas estdo entre as drogas mais amplamente usadas
e efetivas para prevengido de doencas cardiovasculares™,
sspecialmente quando se consideram suas agdes sobre
as concentragées circulantes de lipoproteinas e seus
efeitos cardioprotetores de longo prazo. Alguns dos efeitos
pleiotrépicos observados parecem estar associados ao
aumento da produgdo endogena de NO* ¢, possivelmente
atribuidos ao aumento expressao e atividade da eNOS*#4,

A disfungao erétil € uma desordem de origem neurcnial e
vascular, e vem sendo vista como um fator de risco precoce
para outras doencas cardiovasculares®’. Os inibidores da
fosfodiestarase 5 (IPDE-3) sdo farmacos empregados na
distungio erétil e na hipertensao pulmonar por agirem por
meio da inibicAo da degradagio de CMPc, levando a um
relaxamento da musculatura lisa dos vasos. No caso da
hipertensao pulmonar isso levaria a uma normalizagio da
pressan, e na disfungio erétil facilitaria o intumescimento do
pénis decorrente do estimulo neurogénico®'. Sindromes em
gue a sintese de NO estd comprometida, como diabetes e
faléncia cardiaca, reduzem a eficacia dos [PDE-5 atuais em
induzir vasodilatagao*?*? e alterar a fungao cardiaca*.

Polimorfismos genéticos da eNOS

O gene da eNOS (localizado na regiao 7q35-7g36) contém
26 axons, 25 introns e aproximadamente 21 a 22 Kb***%, Desde
a sua caracterizacao no inicio dos anos 1990, grande ndmero de
sitios polimdrficos foi identificado, incluindo VNTRS, repeticoes
de dinucleotideos (CAln e SNPs*. Varios desses polimorfismos
tém sido associados a doengas cardiovasculares, tais como
hipertensdo, pré-eclampsia, entre outras’™*,
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Um dos polimorfismos clinicamente relevantes mais
estudados & um SNP na regiao promotora (T78C),
frequentemente associado ao desenvolvimento de doenca
coronariana®*', Estudos in vitro indicam que a substituicio da
timina pela citosina na posigio -786 reduz em cerca de 50%
a atividade transcricional®** (fig, 1A e 1B). Provavelmente,
esse efaito ocorra por uma maior ligacdo da RPAT (replication
protein A1), que atua como uma proteina repressora génica®
em individuos com o alelo raro (fig. 1B).

Outro polimorfismo no gene da eNOS amplamente
estudado & um VNTR localizado no intron 4 (repeticio
de 27pb). Os alelos mais encontrados apresentam guatro
cépias (variante a, mais rara} ou cinco copias (variante b,
mais comum). Os estudos de funcionalidade e de associacao
desse polimorfismo com eventos cardiovasculares t&m
demonstrado resultados conflitantes*#34, Recentemente
tem sido proposto gue esse polimorfismo regularia a
expressdo da eNOS pela formacdo de pequenos RNAs
(sirRNA). Células endoteliais contendo cinco copias
apresentam guantidades maiores de sirRNA e menores
niveis de mRNA da eNOS do que células contendo quatro
copias™* (fig. 1C e 1D), o que poderia explicar a associagao
desse polimorfismo com risco cardiovascular.

Um terceiro polimorfismo, um SNP localizado no
exon 7 do gene da eNOS tem sido associado com risco

cardiovascular*” ¥, Esse polimorfismo & caracterizado por uma
conversao da guanina pela timina na posicio 894 do gene, e
consequente substituicdo da glutamina (alelo mais comum)
pelo aspartato (alelo mais rarol no residuc 298 da eNOS
(Clu298Aspi*®. Evidéncias apontam para menores formagbes
de NO em individuos portadores do alelo Asp, levando
3 possiveis alteragdes funcionais™®®. Células endoteliais
portadoras desse alelo parecem produzir menos NO, por uma
diminuigao na disponibilidade da eNOS na cavéola dessas
células™ (fig. 1E & TF). A localizagdo celular da eNOS e sua
ligacao a caveolina 1 desempenham papel fundamental para
atividade da enzima.

Apesar das evidéncias discutidas anteriormente, existe
certa controvérsia na influéncia genética da eNOS sobre
as doencas cardiovasculares*”. Uma possivel explicagdo
para esses resultados discrepantes pode ser gue simples
associages clinicas feitas a partir da andlise de um Unico
marcador genético (gendtipo) com um fenétipo clinico nao
tenham um poder suficiente para deteccao de seus efeitos
pequenos. Uma abordagem alternativa seria a analise da
combinacdo de varios marcadores genéticos em paralelo
(haplétipoi*®&!, Por exemplo, Sandrim e cols.® avaliaram a
influéncia dos gendtipos'hapldtipos da eNOS na elevagao
da pressao arterial utilizando os trés polimorfismos mais
comuns (T7C; Clu298Asp e 4b/a). A andlise de gendtipos

T-786C

Glu298Asp

_|
s
o

Glu

A

©

‘ aNOS
YW

Flg. 1 - Representagde dos possiveis mecanismos explicando as associagdes dos palimorismos no gens da sinfase endotelial do dxido nitrico (eNOS) com variagdes
na sua agio. A e B: polimarfismo na regise promatora (T-786C); C e D: polimorfismo no intron d (4b/a); £ e £ polimarfisma no exon 7 (Glu298Asp). RPAT (Replication
Protein A1), MP (Membrana Plasmética), CAV 1 [Caveoling 1) & si-RNA (short infronic repeat RNA). Ver detalhes no fexto.
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nao evidenciou haver diferengas significativas entre
normotensos e hipertensos. Entretanto, a andlise haplotipica
mostrou claramente a existéncia de diferencas significativas
entre os dois grupos experimentais. Ainda, outros estudos
maostraram associagao de haplotipos da eNOS com diferentes
concentragoes circulantes de nitrito, o gque sugere gue
esses haplotipos possam ter implicagoes funcionais gque
propiciem risco variado de desenvolvimento de doengas
cardiovasculares®™*. Essa abordagem haplotipica parece ser
mais promissora que a analise de apenas um polimorfismo
por vez, especialmentea no estudo de doengas complexas.

Estudos de respostas a drogas de acao
cardiovascular sendo afetadas por
polimorfismos da eNOS

Estudos tém mostrado relagdes entre polimorfismos do gene
da eNQS com respostas diferenciadas a diversas classes de
drogas utilizadas no tratamento de doengas cardiovasculares.

Evidéncias recentes sugerem uma modulagio dos efeitos das
estatinas por polimorfismos genéticos da eNOS. Curiosamente,
um estudo com células endoteliais em cultura, tratadas com
estatinas, mostrou que esses farmacos induzem maiores
aumentos dos niveis de mENA da eNOS em células endoteliais
com gendtipo CC quando comparadas a células TT para o
polimorfismo T7(C®, |so se deve, provavelmente, a maior
atividade transcricional, aumento da estabilidade do mRNA
e diminuigdo da expressao de RPAT%. Confirmando esses
achados em culturas de células endoteliais, um estudo clinico
mostrou efeitos similares com a atorvastatina™. Nesse estudo,
demonstrou-se gue o tratamento com estatina aumentou a
biodisponibilidade do NO e diminuiu o estresse oxidativo
apenas em individuos homozigotos CC para o polimorfismo
T7%(C®. Note-se que foram estudados individuos sadios,
fazendo que a droga tivesse muito menos chance de produzir
efeitos significativos™. Posteriormente, foi observado gue os
efeitos anti-inflamatdrios da atorvastatina sao modulados pelo
mesmo polimorfismo, levando a uma reducio significativa nas
concentracdes de citocinas inflamatdrias (CD40L, VCAM-1,
P-selectina @ MMP-9) em individuos com genétipo CC, mas
nao nos individuos TT%. Estudos funcionais demonstraram
subsequentemente que o tratamento de curto prazo com
estatinas & capaz de reduzir a fluidez da membrana plasmatica
de hemacias em individuos com gendtipo CC, mas ndo com
genotipo TT, durante tratamento com atorvastatina®. Juntos,
esses achados indicam que a atorvastatina poderia ser mais (til
para a prevencao de eventos cardiovasculares em individuos com
o gendtipo CC (cujo risco cardiovascular tem se demonstrado
aumentado) do que em individuos com gendtipo TT.

De qualquer forma, os resultados dos estudos com
atorvastatina mencionados devem ser interpretados com
cautela, pois nac foram avaliados eventos clinicamente
relevantes e a simples medida de marcadores bioguimicos
pode nao ser efetiva para indicar novos usos de drogas. Estudos
clinicos enfocando eventos clinicamente relevantes deveriam
ser feitos para comprovar os resultados discutidos antes.

Ainda que a maioria dos estudos farmacogenéticos das
estatinas relacionados a eNOS centre-se no polimorfismo
na regiao promotora da eNOS, o poelimorfimo no intron

Arg Bras Cardiol 2011; 96{2); e27-234

4 também parece modular a resposta as estatinas. Kunnas
e cols.®* avaliaram a vasodilatagdo coronariana induzida
por adenosina em individuos saudaveis apds seis meses de
tratamento com pravastatina. Os individuos portadores do
alelo “a" mostraram significativa melhora da vasedilatagao
quando comparados aos individuos com gendtipo “bb”,
possivelmente pelo maior aumento da produciao endotelial
de NO nos individuos com o alelo raro®™.

Outro polimorfismo no gene da eNOS, Clu298Asp no exon
7, parece modular os efeitos do estradiol na fungao plaguetaria.
O pré-tratamento com 17B-estradiol aumentou de forma
significativa a taxa de agregacdo plaquetdria, acompanhada pela
aelevacao da liberacio de fons superdxido pelas plaguetas apenas
em individuos homozigotos para o alelo Asp298. A liberacao de
NO derivado das plaguetas nao foi alterada pelos polimorfimos
CGlu298Asp, T™*C e 4b/a apds tratamento. Adicionalmente, o
efeito do horménio na funcao plaguetdria ndo foi afetado pelos
polimorfismos na regiao promotora e inton 475,

Uma das classes de farmacos mais importantes no controle
da hipertensio, especialmente no caso de excesso de volume,
& a dos diuréticos tiazidicos. A hidroclorotiazida (HCTZ)
é seu representante mais utilizado na clinica médica. Foi
demonstrado que o polimorfismo Glu298Asp no gene da
aNOS é capaz de modular a resposta 8 HCTZ, de maneira
que individuos homozigotos para o alelo Clu tem uma
redugao nos niveis de pressao arterial significativamente
maior do que individuos carreadores do alelo Asp™. Apesar
do efeito sersignificativo, ele & peguenc, o gue evidencia que
dificilmente um dnico polimorfismo sera capaz de explicar
todo o background genético por tras de variagoes nas respostas
farmacoldgicas de uma classe de medicamentos.

Outras classes de anti-hipertensivos de grande importancia
a0 os betabloqueadores e os inibidores do receptor AT-1 de
angiotensina 2. Um estudo usando técnicas analogas aos GWAS
mostrou resultados promissores associando polimorfismos
menos estudados da eNOS a variagOes nas respostas
farmacolégicas de propanolol e irbesartan (betabloqueador e
inibidor do receptor AT-1 de angiotensina 2, respectivamente).
O alelo G do polimorfismo A®*C foi associado com uma
maior diminuigdo da press3o arterial decorrente do efeito do
betablogueador atenolol em relagao ao alelo A™. O alelo A
do polimorfismo G***A foi associado a uma melhor resposta
tanto ante o betabloqueador quanto ante o irbersartan™. A
presenca dos alelos 2996C e do alelo 498A poderia incorrer
em um beneficio maior aos portadores desses alelos tratados
com esses anti-hipertensivos. Esses resultados, apesar de
promissores, ainda devem ser confirmados em estudos com
maior nimero de pacientes, de diferentes populagtes.

A hipertensdo normalmente é tratada com a adigdo
de diferentes classes de anti-hipertensivos até a redugao
da pressao arterial aos niveis preconizados™. Hipertensos
resistentes sdo individuos gue mantém seus niveis de
pressao arterial acima de 140/90 mmHg apesar do uso de
trés classes diferentes de anti-hipertensivos, incluinde um
diurético. Nesse contexto, foi demonstrada uma tendéncia
nao significativa de associagao entre o alelo Asp (Clu298Asp)
e hipertensao resistente™. Estudos posteriores analisando
haplétipos da eNOS nao confirmaram nenhuma associagao
com a resisténcia a terapia anti-hipertensiva®.
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A disponibilidade de NO afeta a predisposicao a disfuncio
erétil de forma andloga a hipertensio. A classes dos farmacos
utilizados no tratamento da disfungao erétil, os IPE-5, também
sofre influéncia de polimorfismos na sua resposta terapéutica.
Como comentado anteriormente, a disponibilidade de NO
é um fator determinante para a atividade dos IPDE-542. Foi
demonstrado que homens homozigotos para o alelo Asp
lassociado & menor produgao de NO) obtiveram menor
resposta ao sildenafil guando comparados aos individuos com
gendtipo Clu/Clu™.

Conclusoes gerais

A farmacogenética € uma area da farmacologia bastante
recente, e ainda tem muito a crescer, Os resultados do projeto
genoma causaram uma promoegao e popularizagio da drea,
e estamos vivendo atualmente um momento prestes a uma
grande expansdo, gragas aos Cenome Wide Association Studies.
Apesar disso, a maioria dos estudos ainda se foca nas bases
genéticas de doengas complexas, sem grande atengio as
respostas farmacolégicas. Em relagdo aos sistemas de producao
do dxido nitrico, importantes passos inicias foram dados, e hoje
existem fortes indicios que estatinas e estradiol de fato podem
sofrer modulacao pelo background genético do gene da eNOS
em suas funges farmacoldgicas. Ainda s2o necessdrios estudos
mais aprofundados em relacdo aos anti-hipertensivos, e demais
medicamentos gue atuam sobre o sistema cardiovascular

E importante frisar que os avangos prometidos pela

farmacogenética, infelizmente, ainda estao longe da pratica
clinica e do paciente.

Perspectivas

O futuro da medicina caminha cada vez mais para
a personalizagdo das terapias, e para o uso racional de
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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 enalapri. 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 AMAP. If AMAP 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"%C and
G894T polymorphisms, and the eNOS haplotype frequencies were estimated by
the programs PHASE 2.1. The C°®*T 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"%C polymorphism of eNOS gene were more
frequent in GR, compared with PR patients. Furthermore, the TT genotype for the
C T 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 T7%C polymorphism of eNOS gene and CT

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 [1]. The antihypertensive treatment
includes extensive use of angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors that
decrease angiotensin (Ang) Il 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].

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.

Three eNOS polymorphisms have been widely studied: a T7%¢C
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 G®“T 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™®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.

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.

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 Aracatuba Health Center (Aracatuba,
SP, Brazil). The hypertensive patients were never-treated or they didn’t take
antinypertensive 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, lllinois, 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 AMAP 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 AMAP 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 T7%C (rs2070744) and Glu298Asp
(rs1799983) polymorphisms were determined by Tagman 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].

The C°®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 (T7%C, 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°*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 T7%®C polymorphism than
PR (all P<0.05; and TT vs. TC, P=0.0005, Odds ratio (OR)=0.35, 95% confidence
interval (C1)=0.19-0.63; and TT vs. CC, P=0.0424, Odds ratio=0.38,
95% Cl=0.14-0.99).

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.

The results for BDKRB2 polymorphisms showed higher frequencies of
the TT genotype for the C°*T polymorphism in PR compared with GR (all P<0.05,
Figure 2; TT vs. CT, P=0.0106, OR=3.06, 95% CIl=1.27-7.35; and TT vs. CT+CC,
P=0.0175, OR=2.69, 95% CI=1.16.-6.21).

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 BDKRBZ2 haplotype distribution when poor responders
and good responders were compared (P>0.05).

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 T7%C polymorphism in
eNOS gene (Table 2, P<0.05) and C**T 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 T7%¢C
polymorphism in eNOS gene is associated with better antihypertensive response to
enalapril, whereas the TT genotype for C°*T polymorphism in BDKRB2 gene is
associated with worse antihypertensive response to enalapril in hypertensive

patients.

Previous in vitro and clinical studies showed the T7%¢C 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
T7®C 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'%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].

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.

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°®*T 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,

Capitulo 3
52



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™8T 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.

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.

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: T7%C 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™*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 Good
responders 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/m?) 294 +54 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) 42+0.3 4203 42+04
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 GR PR GR
P-value P-value
(n=24)  (n=24) (n=29)  (n=29)

T788C TT 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
X-test 6.04 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) -
4bda 33 (8) 25 (6) NS 38 (11) 38 (11) NS
4ada 0 (0) 4 (1) NS 0 (0) 3 (1) NS
XC-test 5.21 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
XC-test 3.93 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
T4bGlu 60(29) 52 (25) NS 59 (34) 43 (25) NS
T4aGlu 2(1) 6 (3) NS 7 (4) 5 (3) NS
T4bAsp  8(4) 4 (2) NS 9 (5) 7 (4) NS
C4bGlu 42 4 (2) NS 0 (0) 3(2) NS
C4aGlu 15(7) 10 (5) NS 12(7) 17.(10) NS
C4bAsp 10(5) 23 (11) NS 14 (8) 24 (14) NS
XC-test 10.03 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 GR PR GR
P-value P-value
(n=24) (n=24) (n=29)  (n=29)
Co8T cC 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
X-test 7.21 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
XC-test 5.75 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
X-test 2.29 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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O artigo apresentado no Capitulo 1 foi o primeiro estudo a investigar o
possivel efeito do tratamento com um IiECA nas concentragdes 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, nés nao
encontramos diferenca estatistica significativa nesses marcadores de formagéao de
NO endd6geno em nenhum dos tempos analisados. Adicionalmente, também n&o
encontramos nenhuma alteracdo nos marcadores de estresse oxidativo ao longo

do tratamento.

Diversos estudos clinicos anteriores que avaliaram o efeito de iECA nos
niveis circulantes de nitrato ou NOx apresentam resultados conflitantes. Alguns
estudos mostram aumento desses metabdlitos do NO [35-39], enquanto outros
trabalhos mostram sua diminuicdo [40-42] apds terapia com IECA.
A inconsisténcia de tais achados pode se dever a diversos fatores de confuséao,
como diferenga no desenho experimental dos estudos, no grau de hipertensédo dos
pacientes, na existéncia de doengas concomitantes, no habito de fumar dos
voluntarios, 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 ndo alterou as concentragcbes de NOx em um grupo
relativamente homogéneo de pacientes, 0os quais ndo receberam nenhuma outra
droga além do anti-hipertensivo e nao apresentavam outra doenga além da

hipertenséao.

Além disso, a maior parte dos trabalhos existentes utiliza o nitrato
plasmatico com marcador da formagédo de NO. No entanto, a utilidade clinica
desse marcador vem sendo questionada ao longo dos anos, uma vez que as
concentracdes de nitrato podem ser influenciadas por uma variedade de fatores,
como a sintese de nitrato por bactérias no intestino, enzimas desnitrificantes
hepaticas, formacdo de saliva e O6xidos de nitrogénio do ambiente [76,77].
Além disso, as altas concentracdes basais de nitrato no plasma podem dificultar a
deteccdo de pequenas mudancas na biodisponibilidade de NO [76].
Por outro lado, as concentragdes de nitrito plasmaticas e no sangue total parecem
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melhor refletir a formacdo de NO enddgeno, uma vez que estdo associados a
atividade da NO sintase [78-82]. Portanto, nossos resultados indicam que o
tratamento com enalapril (10-20mg/dia) de pacientes com hipertensédo leve a
moderada nado afeta significativamente a formacdao de NO, apesar de reduzir
significativamente a presséo arterial. Adicionalmente, o tratamento com enalapril
nao alterou dois importantes marcadores circulantes de estresse oxidativo

(TBARS e 8-isoprostano plasmaticos).

Diferentes estudos experimentais demonstram o aumento da expressao
e da atividade da eNOS pelos iECA [33,83-85]. E, embora ndo tenhamos uma
explicagdo precisa para a auséncia de efeitos significativos do enalapril na
formacao de NO conforme nossos resultados revelaram, é possivel que o
tratamento com esse iIECA promova aumento da formagdo tecidual de NO,
o que nao foi refletido através da avaliacao dos niveis circulantes dos metabdlitos
do NO. De fato, os efeitos protetores dos IECA parecem ocorrer localmente
conforme demonstrado em estudos com cardiomidcitos isolados [86]. Além disso,
tais efeitos protetores dessa classe de drogas sdao diminuidos ou ausentes em
animais knockout para eNOS [87]. Ao que nos parece, 0s niveis circulantes de

marcadores do NO nao refletem com precisédo os niveis de NO teciduais.

Em adicao, ndo encontramos diferenca significativa entre normotensos
e hipertensos quanto aos biomarcadores de formacdo do NO e de estresse
oxidativo. Possivelmente, isso deve ao fato de os pacientes incluidos no estudo
terem sido diagnosticados com hipertensao leve ou moderada, provavelmente,
com sutis alteragdes dos marcadores anteriormente citados em relacdo aos
controles. Embora nao testado, parece-nos razoavel supor que diferencas nesses
marcadores iriam surgir entre 0s grupos se incluissemos pacientes com
hipertensdo mais severa, uma vez que tais pacientes podem ter os niveis de NO

mais gravemente prejudicados e maior estresse oxidativo.

Posteriormente, nossos estudos realizados durante a segunda fase do
projeto (Capitulo 3) se constituem no primeiro relato da investigacao da possivel
associacao entre os polimorfismos/haplétipos no gene da eNOS e do BDKRB2
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com o efeito anti-hipertensivo promovido pelo enalapril. Nossos achados revelam
que o alelo C para o polimorfismo T7%C no gene da eNOS esta associado a
melhor resposta ao enalapril. Por outro lado, os pacientes com genédtipo TT

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

Polimorfismos/haplétipos no gene da eNOS parecem estar associados
ao aumento do risco cardiovascular, incluindo a hipertensdo [51,88,89].
Para o polimorfismo T7%¢C, a frequéncia do alelo C é maior entre pacientes
hipertensos quando comparado ao grupo de voluntarios normotensos [88].
Experimentos in vitro demonstraram diminui¢cao de 50% da taxa transcricional para
a eNOS e, consequentemente, da enzima, em células portadoras do alelo raro em
relacdo as portadoras do alelo T [55,56]. Adicionalmente, menor produg¢do de NO
foi observada a partir de plaguetas provenientes de individuos portadores do alelo
C que aquelas obtidas de individuos nao portadores deste alelo [57].
Menor concentragédo plasmatica de metabdlitos do NO também foram encontradas
em pacientes pré-hipertensos portadores do alelo menos comum [90].

Interessantemente, nés observamos que o grupo com maior frequéncia
de portadores do alelo C (respondedores bons) também apresentou maior PAS e
PAD antes do tratamento anti-hipertensivo quando comparado ao grupo com
maior frequéncia 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 apés 60 dias de tratamento com
enalapril que aqueles observados no grupo dos respondedores pobres.

Diversos trabalhos sugerem que os polimorfismos no gene da eNOS
modulam a resposta de algumas drogas de acao cardiovascular [60,62,91-94].
Células endoteliais com o genétipo CC tratadas com estatinas apresentaram
maiores niveis de mRNA para eNOS que as células portadoras do gendétipo TT
[58]. Tal fato deve-se, provavelmente, ao aumento da taxa transcricional, da
estabilidade do mRNA para eNOS e da diminuigdo da expressdao da proteina

repressora RPA1 promovida pela estatina de forma mais significativa nas células
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portadoras do alelo C. Corroborando os achados in vitro, voluntarios sadios
portadores do alelo raro tratados com atorvastatina tiveram maior aumento da
biodisponibilidade do NO, diminuicdo do estresse oxidativo e reducgao significativa
de marcadores inflamatérios (CD40L, VCAM-1, P-selectina e MMP-9) que os
individuos TT [59,60]. Posteriormente, foi observado que o tratamento de curto
prazo com atorvastatina reduz a fluidez da membrana eritrocitaria em individuos
com genétipo CC, mas nao naqueles com o gendtipo TT [92]. Mais recentemente,
foi demonstrado que individuos com disfungao erétil pés-operatéria portadores do
alelo C respondem melhor ao tratamento com sildenafil que os voluntarios
portadores do alelo T [93].

Polimorfismos no gene do BDKRB2 parecem também estar associados
a alteragdes cardiovasculares [74,75,95-97]. Dados provenientes de uma recente
meta-andlise sugerem a associacdo entre do polimorfismo C®T com a
hipertensdo em asiaticos e africano-americanos, mas ndo em caucasianos [98].
Individuos portadores do alelo T foram menos comuns entre os pacientes
hipertensos, sugerindo, assim, seu efeito protetor. Apesar de o efeito funcional
desse polimorfismo n&o estar completamente claro, parece estar associado a
alteracdes na taxa de transcrigdo génica [71]. Experimentos de transfecgéo in vitro
indicam maior taxa de transcricdo em células portadoras do alelo T que naquelas
portadoras do alelo C. Por outro lado, nossos dados revelaram que pacientes
portadores do gendtipo TT responderam de forma menos efetiva ao tratamento
com enalapril que os individuos portadores do alelo C (gendtipo CC + CT).
Interessantemente, esse gendtipo também parece estar associado a ocorréncia de

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

Tomados juntos, esses achados indicam que os polimorfismos T72¢C
na eNOS e C°*T no BDKRB2 afetam a resposta ao enalapril, assim como
sugerem alguns trabalhos com outras drogas de acao cardiovascular que atuam
na via de formacao do NO. Apesar de os estudos apontarem para o fato de que
portadores do alelo C para o polimorfismo na regidao promotora da eNOS

apresentarem risco cardiovascular aumentando, eles parecem se favorecer mais
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do tratamento farmacoldgico. Adicionalmente, individuos portadores do gendtipo
TT para o polimorfismo C°®T no BDKRB2 teriam menor risco cardiovascular
associado, porém, seriam menos favorecidos do tratamento com IiECA que

portadores do alelo C.
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Em conclusdo, nossos dados demonstram que o tratamento com
enalapril 10-20mg/dia ndo altera significativamente os marcadores relevantes de
formacao de NO e de estresse oxidativo em pacientes com hipertensao leve a
moderada, apesar de satisfatoriamente controlar a pressao arterial. No entanto,
nossos achados ndo descartam a possibilidade de que os iIECA possam produzir
efeitos significativos em pacientes com hipertensdo mais severa ou utilizando
doses maiores de enalapril, no entanto, tal possibilidade necessita ser futuramente
investigada.

Em adicdo, o polimorfismo T7%C no gene da eNOS parece modular a
resposta ao enalapril. Os genétipos 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, 0s pacientes com
gendtipo TT para o polimorfismo C*T no gene do BDKRB2 responderam de
forma menos efetiva ao tratamento anti-hipertensivo que os individuos portadores
do alelo C. Em contrapartida, ndo encontramos diferenga 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 as frequéncias
haplotipicas para os dois genes em estudo.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - INTERVENGCAO

“Marcadores genéticos e bioquimicos envolvidos na
resposta terapéutica ao enalapril”

Responsaveis:
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 Aracatuba) (0xx18 3622 1120)

Colaboradores:
Vanessa Fontana - Pés-graduanda (FMRP-USP) (0xx16 97944843)

Pamela S. Silva - Pés-graduanda (FCM-Unicamp) (0xx1688211908)

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de um estudo cujos detalhes
sao:
1) Este projeto pretende basicamente estudar se algumas variagées comuns de
alguns dos seus genes (que transmitem caracteristicas hereditarias)
estdo associadas a resposta ao tratamento com o anti-hipertensivo enalapril.
Além disso, pretendemos estudar como estas variagdes podem modificar as
quantidades de algumas substancias produzidas pelo seu organismo presentes no
seu sangue. Isto poderd nos auxiliar no entendimento das alteragbes benéficas

que acontecem mediante o uso deste medicamento.
2) Sua participacao neste estudo sera:

Serao retirados, por 3 vezes, 30mL do seu sangue, ao longo de
2 meses, por pungao venosa utilizando técnica adequada. Este volume de sangue
€ cerca de 20 (vinte) vezes menor do que o volume de sangue habitualmente
doado quando um individuo doa sangue para bancos de sangue. Este sangue

sera utilizado para realizar todos os estudos laboratoriais mencionados acima.
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3) Vocé tera direito a ressarcimento financeiro caso ocorram gastos gerados

exclusivamente pela sua participacao como voluntario 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 indenizagdo de acordo com as leis vigentes no pais. Saliento ainda que o
medicamento que sera utilizado neste estudo € aprovado para uso no pais,
sendo preconizado para o controle da hipertensao.

5) Como qualquer outro medicamento, o tratamento com enalapril pode causar
efeitos indesejaveis. Dentre eles estdao: queda de pressao arterial, tontura,
dor de cabeca, cansaco e fraqueza. Outros efeitos colaterais menos comuns
incluem tosse seca, desmaio, nauseas, diarréia, caibras musculares, disfuncao
renal e manifestacbes alérgicas, como erupcdo cutdnea e inchaco das

extremidades, labios, lingua e/ou laringe.

Obs.: Na presenca de qualquer um desses sintomas, procure o médico para que
os procedimentos apropriados sejam realizados.

6) NOS NAO PODEMOS E NAO GARANTIREMOS QUE VOCE RECEBERA
QUALQUER BENEFI|CIO DIRETO DESTE ESTUDO.

7) Indiretamente, acreditamos que este estudo trara como beneficio um
entendimento dos efeitos benéficos do enalaprii em pacientes hipertensos,
bem como na obtencdo de marcadores genéticos de resposta a este

medicamento.

8) Qualquer dado que possa ser publicado posteriormente em revistas cientificas,
nao revelara a sua identidade. Entretanto, érgdos governamentais ligados a saude
podem solicitar informagdes a respeito da pesquisa e identidade dos voluntarios

nela envolvidos.

9) Vocé pode retirar 0 seu consentimento para participar deste estudo a qualquer

momento, inclusive sem justificativas e sem qualquer prejuizo para vocé.
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10) 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 situacbes relacionadas com a pesquisa e o tratamento 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), a Dra. Elaine
Cristina Beltramin Martins, médica pertencente ao SAMSP-HC/USP e ao Dr. Celso
Biagi, médico da Santa Casa de Aracatuba ou as Pdés-graduandas Vanessa
Fontana e Pamela S. Silva 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.

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
indenizagdo quanto por danos decorrentes da pesquisa. Declaro que tenho pleno
conhecimento dos direitos e das condi¢des que me foram asseguradas e acima

relacionadas.

Declaro, ainda, que concordo inteiramente com as condicbes que me
foram apresentadas e que, livremente, manifesto a minha vontade de participar do
referido projeto.

Assinatura do voluntario Assinatura do investigador/testemunha
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - CONTROLE

“Marcadores genéticos e bioquimicos envolvidos na
resposta terapéutica ao enalapril”

Responsaveis:
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 Aracatuba) (0xx18 3622 1120)

Colaboradores:
Vanessa Fontana - Pés-graduanda (FMRP-USP) (0xx16 97944843)

Pamela S. Silva - Pés-graduanda (FCM-UNICAMP) (0xx1688211908)

Vocé esta sendo convidado (a) a participar deste estudo um voluntario
(a) sadio (a). O intuito de sua participagdo neste estudo visa fornecer dados para
serem comparados com 0s aqueles provenientes dos individuos hipertensos

tratados com o enalapril.
Os detalhes do estudo séo:

1) Este projeto pretende basicamente estudar se algumas variagbes comuns de
alguns dos seus genes (que transmitem caracteristicas hereditarias) estdo
associadas a resposta ao tratamento com o anti-hipertensivo enalapril. Além disso,
pretendemos estudar como estas variacbées podem modificar as quantidades de
algumas substancias produzidas pelo seu organismo presentes no seu sangue.
Isto podera nos auxiliar no entendimento das alteragdes benéficas que acontecem

mediante o uso deste medicamento.
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2) Sua participacao neste estudo sera:

Serao retirados, por 3 vezes, 30mL do seu sangue, ao longo de
2 meses, por pungao venosa utilizando técnica adequada. Este volume de sangue
€ cerca de 20 (vinte) vezes menor do que o volume de sangue habitualmente
doado quando 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

exclusivamente pela sua participacao como voluntario desta pesquisa.

4) O paciente que venha participar dessa pesquisa em nivel de p6s-graduacgéao,
caso tenha algum dano decorrente da pesquisa, ndo abre méo dos seus direitos
de indenizacdo de acordo com as leis vigentes no pais. Saliento ainda que o
medicamento que sera utilizado neste estudo é aprovado para uso no pais, sendo

preconizado para o controle da hipertensao.

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 dos efeitos benéficos do enalapril em pacientes hipertensos, bem
como na obtencéo de marcadores genéticos de resposta a este medicamento.

7) Qualquer dado que possa ser publicado posteriormente em revistas cientificas,
nao revelara a sua identidade. Entretanto, érgaos governamentais ligados a saude
podem solicitar informagdes a respeito da pesquisa e identidade dos voluntarios

nela envolvidos.

8) Vocé pode retirar 0 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 situacbes relacionadas com a pesquisa e o tratamento a
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que sera submetido. Qualquer questédo 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), a Dra. Elaine
Cristina Beltramin Martins, médica pertencente ao SAMSP-HC/USP e ao
Dr. Celso Biagi, médico da Santa Casa de Aragatuba ou as Pdés-graduandas
Vanessa Fontana e Pamela S. Silva 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.

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
indenizacdao quanto por danos decorrentes da pesquisa. Declaro que tenho pleno
conhecimento dos direitos e das condicbes que me foram asseguradas e acima

relacionadas.

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

referido projeto.

Assinatura do voluntario Assinatura do investigador/testemunha
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