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Resumo 
 
O sistema renina angiotensina (SRA) é reconhecido como um dos principais efetores das 
funções renais e do controle do sistema cardiovascular, regulando a pressão arterial e 
homeostase do organismo.  A influência desse sistema sobre as funções cardiovasculares e 
renais é extremamente ampla e complexa, envolvendo múltiplos mediadores, receptores e 
mecanismos de sinalização intracelular. Muitos polimorfismos dos componentes do SRA 
estão sendo descritos, entretanto os impactos dessa variação gênica na expressão dos 
fenótipos ainda são pouco conhecidos.  O objetivo desse estudo foi caracterizar 
bioquimicamente e funcionalmente o polimorfismo da enzima conversora de angiotensina 
(ECA), caracterizado como inserção ou deleção de 287 pares de bases no intron 16 do gene da 
ECA, localizado no cromossomo 17, investigando também a atividade dessa enzima com 
substratos específicos para cada um dos seus domínios catalíticos e a influência do 
polimorfismo em outros sistemas. Também foi objetivo desse trabalho verificar força, o 
índice de massa corporal em indivíduos saudáveis relacionando com o polimorfismo da ECA. 
Participaram do estudo 62 voluntários (24±1,5 anos) que foram genotipados para o 
polimorfismo da ECA (II n=16, ID, n=28 e DD, n=18). A atividade da ECA foi avaliada 
através da utilização de substratos de supressão intramolecular de fluorescência específicos 
para cada domínio. Nenhum dos resultados hemodinâmicos mostrou diferença significativa 
entre os indivíduos estudados quando relacionados aos genótipos. A atividade da ECA, com a 
utilização do substrato para os domínios C-N, apresentou diferença significativa (p<0,001) no 
grupo de homozigotos II, quando comparado aos grupos ID e DD. Foi observada diferença 
significativa (p<0,001) do grupo II comparado aos grupos ID e DD com a utilização do 
substrato especifico para o domínio-N da ECA. O resultado do substrato específico para o 
domínio-C, mostraram uma diferença significativa dos grupos II em relação aos grupos DD e 
ID. Com esses resultados, buscamos verificar a influência das variações dos níveis de ECA 
em outros sistemas. A atividade plasmática da calicreína foi maior (p<0,05) em indivíduos 
portadores do genótipo DD, quando comparado ao grupo de homozigotos II. As 
concentrações séricas de outro substrato da ECA, o Ac-SDKP, não mostraram diferenças 
significativas quando comparadas aos genótipos do polimorfismo da ECA. Conclui-se, dessa 
forma, que o grupo heterozigoto ID e homozigoto DD não apresentam diferença significativa 
entre si, não corroborando com os dados da literatura. Demonstramos assim, que a presença 
de um único alelo D é suficiente para aumentar o nível de expressão da ECA. Os níveis de 
calicreína são maiores no grupo DD, sugerindo uma compensação pela maior atividade de 
ECA nesses indivíduos. O polimorfismo da ECA não influenciou nos níveis de Ac-SDKP, 
demonstrando que provavelmente esse peptídeo também é compensado em indivíduos DD.  
 
 
 
Palavras-chave: Sistema Renina Angiotensina, ECA, polimorfismo, sistema cardiovascular. 



 
 

Abstract 
 
 

The renin-angiotensin system (RAS) is recognized as one of the main effectors of renal 
function and cardiovascular control, regulating arterial blood pressure and homeostasis.  Its 
influence on cardiovascular and renal functions is extremely complex involving multiple 
mediators, receptors and mechanisms of intracellular signaling. In the last few years several 
polymorphisms of RAS have being described; however, the importance of this genetic 
variation on phenotypic expression is poorly understood. The aim of this study was establish a 
biochemical and functional characterization of angiotensin-converting enzyme (ACE) 
polymorphism. To this, we observe the activity of both enzyme domains with specific 
substrates and investigate the influence of the polymorphism on other systems. Also were 
objectives of the present study evaluate the strength and body mass index (BMI) in young and 
health subjects and verify with them are associated with ACE polymorphism. Sixty-two 
volunteers (24±1.5 years-old) were characterized in relation to ACE polymorphism (II n=16; 
ID n=28 and DD n=18). ACE activity was evaluated by the intramolecular suppression 
fluorescent substrates specific for each ACE domain. None of hemodynamic parameters 
evaluated (blood pressure and heart rate) were different among the phenotypes. ACE activity, 
evaluated by the substrate specific for both domains was different (P<0.001) in individuals 
from homozygote group in comparison to ID and DD groups. This pattern of difference was 
also observed when the activity of ACE was determined by substrate specific to the N domain 
(p<0.001). The result obtained with the substrate specific for the C domain, demonstrated a 
significant difference between II and DD (p<0.001) and between II and DD (p<0.01). Based 
on these results we verify the influence of ACE variations on others systems. Kallikrein 
plasmatic levels were higher in DD individuals in comparison to II (p<0.05). The plasmatic 
levels of another ACE substrate, Ac-SDKP, did not demonstrated significant differences 
among the genotypes of ACE polymorphism. Thus, we concluded that ID individuals and 
homozygous DD subjects are not different in relation to ACE levels, in disagreement with 
data previously published. Also, we demonstrated that the presence of a single D allele is able 
to increase the degree of ACE expression. The kallikrein plasmatic levels were higher in 
individuals from DD phenotype, suggesting the existence of a compensatory mechanism in 
these individuals. ACE polymorphism did not influence the plasmatic levels of Ac-SDKP, 
demonstrating that the levels of this substrate were also compensated in DD individuals.  
 
Key-words: Renin angiotensin system, ACE, polymorphism, cardiovascular system. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

 

 1.1 Epidemiologias das doenças cardiovasculares  
 

 

O processo de industrialização e o avanço tecnológico, característico das sociedades 

modernas urbanas, vêm contribuindo categoricamente para alterações epidemiológicas. 

Anteriormente as principais causas de morte e morbidade, eram as doenças infectocontagiosas 

e algumas causadas por deficiência nutricional, agora as principais causas são 

predominantemente relacionadas a doenças não transmissíveis (YUSUF et al., 2005). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), a categoria “condições crônicas” 

inclui as doenças transmissíveis como AIDS, por exemplo, e as não transmissíveis como 

problemas cardiovasculares, câncer e diabetes. Essas doenças são um grande problema de 

saúde e solicitam contínuo gerenciamento por décadas. De acordo com essa instituição, em 

2003 o total de mortes do mundo, cerca de 16 milhões, ou seja, 47% do total de mortes 

resultaram de etiologia cardiovascular (OMS, 2003). Já em 2005 foi estimado que 17,5 

milhões de pessoas morreram por decorrência de doenças cardiovasculares, sendo que 7,6 

milhões de mortes foram devidas a ataques cardíacos e derrame cerebral. Cerca de 80% 

dessas mortes ocorreram em países de média e baixa renda (OMS, 2005). 

Dados recentes mostram que este grupo de doenças por condições crônicas de saúde 

atinge uma média de aproximadamente 60% do ônus causados por doenças em todo o mundo. 

Algumas estimativas apontam que esses valores alcançarão 80% em países em 

desenvolvimento em 2020. As doenças coronarianas e cerebrovasculares há várias décadas 

constituem as principais causas de morte e incapacidade em todo o mundo sendo responsáveis 

por uma em cada três mortes registradas neste grupo de doenças (OMS), e ainda continuarão 

liderando as estatísticas de mortalidade e morbidade (MURRAY e LOPEZ, 1996). 

No Brasil, dados do Ministério da Saúde (Brasil, MS, 2004) revelam que as doenças 

cardiovasculares (DCV) representaram a principal causa de morte (28%), sendo que, entre 

elas, as doenças cerebrovasculares ocuparam o primeiro lugar (39%), seguida das doenças 

isquêmicas do coração (30%). Em cerca de 95% dos pacientes, não se estabelece a etiologia 

da hipertensão arterial, denominada essencial ou primária. Os 5% restantes estão na classe de 

hipertensão secundária. 



 
 

Trabalhos realizados em diferentes populações indígenas (HOLLENBERG et al., 

1997), que mostram estilo de vida primitivos, a pressão arterial aumenta de acordo com a 

idade, mostrando que a idade é um fator que influencia na prevalência da hipertensão arterial 

na população.  

A hipertensão arterial é uma doença multifatorial, isto é, causada por vários fatores 

que dão origem a falhas no complexo e delicado sistema de controle da pressão arterial, sendo 

um desses fatores pode ser resultante da interação de fatores ambientais sobre a expressão de 

certos genes (PEREIRA et al., 2005). Essas modificações comprometem fundamentalmente o 

equilíbrio dos sistemas vasodilatadores e vasoconstritores, que mantêm o tônus vasomotor, e 

levam a redução na luz dos vasos com danos a órgãos alvos (KAPLAN et al., 2000; MOSCA 

et al., 2004). A hipertensão também pode ser dita como uma doença poligênica, resultando de 

anormalidades em mecanismos de controle da pressão, pois um grande número de substâncias 

biologicamente ativas pode interagir com diferentes sistemas fisiológicos, de maneira 

complexa para garantir a homeostasia cardiovascular (KAPLAN et al., 2000; MOSCA et al., 

2004).  

Os Sistemas Renina-Angiotensina (SRA) e Calicreína-Cininas (SCC) têm papéis 

fundamentais na regulação da pressão arterial, sendo importantes candidatos no papel da 

patogênese da hipertensão. Uma parte significativa dos pacientes com hipertensão arterial 

exibe alterações nas concentrações séricas dos peptídeos desses sistemas. O SRA e o SCC 

estão também envolvidos na patogênese dos danos cardíacos e renais associados à elevada 

pressão sanguínea. Ambos, SRA e SCC estão localizados no sistema vascular, onde os efeitos 

da Bradicinina (BK) se opõem às ações da Angiotensina II (Ang II).  

Na década de 50, Skeggs et al., (1956), mostraram que a ECA era uma enzima capaz 

de clivar Ang I e BK no sangue, mas somente nos anos 70 foi verificado que era possível 

bloquear a conversão de Ang I à Ang II e diminuir a eliminação de BK empregando-se 

veneno de cobra, e subseqüentemente demonstrando que ECA e cininase II, a qual degrada 

BK em metabólito inativo, são a mesma enzima (YANG et al., 1970; ERDOS e SKIDGEL, 

1987).  

Com a descoberta da participação da ECA simultaneamente em dois sistemas 

diferentes, estabeleceu-se um importante elo entre esses sistemas. No SCC, a ECA age 

inativando a BK pela hidrólise do dipeptídeo Phe-Arg e em seguida o Ser-Pro, da região C-

terminal (ZACEST et al., 1974), abolindo assim sua atividade vasodilatadora (YANG et al., 

1970). Dessa maneira, a ECA exerce um proeminente papel na regulação da pressão 



 
 

sanguínea e sua atividade está relacionada com a vasoconstrição e aumento da resistência 

vascular periférica.  

Devido a essa crítica contribuição no controle da pressão sanguínea, qualquer 

anormalidade em um desses componentes pode conduzir a hipertensão e doenças 

cardiovasculares (KILPELAINEN et al., 2008). Poucos estudos no Brasil correlacionam os 

fenótipos intermediários da hipertensão e os polimorfismos dos genes dos componentes 

desses sistemas. 

Na figura 1 o SRA e o SCC estão esquematizados.  

 

 

 

             Calicreína                                                                                        Renina 

             

                                                      ECA 

                                                  Cininase II                                                           

                                                  

                                               

 

      Fragmento Inativo 

Figura 1: Esquema representando a interação da ECA nos sistemas Calicreina-cininas e Renina angiotensina.  
 

 

1.2 Sistema Calicreína-Cininas (SCC) 
 

 

O SCC é formado pelos cininogênios (substratos glicoprotéicos) precursores da BK e 

análogos, que estão envolvidos na cascata de coagulação e inflamação; calicreínas (enzimas 

proteolíticas da família das serino-proteases), presentes nas células glandulares, neutrófilos e 

fluidos biológicos, que são responsáveis pela geração de cininas; cininas (peptídeos 

vasoativos), provenientes da hidrólise dos cininogênios pelas calicreínas; cininases (enzimas 

de degradação); e receptores de membranas, B1 e B2 (dois receptores transmembrânicos 

específicos) acoplados a proteína G (REGOLI e NANTEL, 1990; BHOOLA et al., 1992), que 

estão ligados a mecanismos variados de transdução.  

Cininogênio  

Bradicinina 
(Vasodilatadora) 

Angiotensinogênio 

Angiotensina I 

Angiotensina II  
(Vasoconstritora) 

Receptor AT1 

Receptor B2 



 
 

O SCC está envolvido em muitos processos biológicos, dentre os quais estão os 

mecanismos de resposta inflamatória (BHOOLA et al., 1992), nocicepção e transmissão de 

dor (DRAY e PERKINS, 1993). Além disso, atua no processo de captação de glicose por 

células musculares e adipócitos por meio da translocação do seu principal carreador de 

glicose, GLUT4, para a membrana citoplasmática, independente da ação da insulina. Esse 

mecanismo é mediado pela ação da bradicinina sobre os receptores B2 de cininas (KISHI et 

al., 1998).  Esse sistema também é importante no fluxo local de sangue, no transporte de 

eletrólitos e glicose, e na proliferação celular (BHOOLA et al., 1992), atuando também no 

trato gastrointestinal (ALLOGHO et al., 1995).   

Este sistema esta representado de forma esquemática na figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2: Representação do Sistema Calicreína-Cinina. 
 

 

1.3 Calicreínas  
 

 

As enzimas que são capazes de liberar cininas são coletivamente chamadas de 

cininogenases, termo genérico que inclui as calicreínas, catepsinas, etc. (MULLER-ESTERL, 

1989). 

As calicreínas são divididas em dois grupos: teciduais e plasmáticas. A função dessas 

duas enzimas em humanos é liberar os peptídeos vasoativos calidina (Lis-BK) e bradicinina 

Cininogênio 

Bradicinina Receptor B2 

Receptor B1 

Cininases

ECA 

Peptídeos 

Inativos 

Peptídeos 

Inativos 

Arginino-carboxipeptidases 

Calicreína 

Des-Arg-Cininas    



 
 

(BK), respectivamente. A Lis-BK, um decapeptídeo, é gerada através do cininogênio de baixo 

peso molecular. A BK é um nonapeptídeo e é gerado a partir do cininogênio de alto peso 

molecular (BHOOLA et al., 1992)  

A calicreína plasmática é encontrada no sangue em sua forma inativa, a pré-calicreína, 

que está ligada ao cininogênio de alto peso molecular (HK). Após ativada, a calicreína cliva o 

HK para liberar a BK (BHOOLA et al., 1992). A BK liberada no plasma age 

predominantemente no receptor B2 de cininas induzindo um efeito hipotensor via formação 

de Óxido Nítrico (NO).  

A BK livre no plasma pode sofrer ação da carboxipeptidase N através da remoção da 

arginina C-terminal da BK formando a des-Arg9-BK, um agonista do receptor B1. A 

carboxipeptidase M pode através Lis-BK, gerar des-Arg10-BK, também agonista do receptor 

B1. O mecanismo de formação dos agonistas do receptor B1 tem especial importância em 

condições inflamatórias, quando endotoxinas e citocinas induzem um aumento das 

carboxipeptidases.  

 

 

1.4 Sistema Renina Angiotensina (SRA) 
 

 

A pressão e o volume sanguíneo no corpo são controlados pelo SRA. Esse sistema tem 

sido caracterizado como um dos mais importantes sistemas de controle cardiovascular a curto 

e longo prazo e homeostasia hidroeletrolítica do organismo (SAYED-TABATABAEI et al., 

2006). O SRA é constituído por um complexo sistema hormonal formado por vários peptídeos 

e enzimas, e tem como seu principal efetor a Ang II. Esse peptídeo não atua somente no 

plasma, visto que tem sido observada a expressão do RNA mensageiro (mRNA) dos 

componentes desse sistema em vários tecidos (SAAVEDRA et al., 1992; KATSUYA et al., 

1995), o que sugere um novo modelo de atuação do SRA com produção de Ang II tecidual. 

 A síntese de Ang II envolve uma série de etapas catalíticas, onde sua cadeia inicia-se 

a partir do angiotensinogênio, uma α2-globulina sintetizada no fígado e liberada na circulação 

por meio de estímulos hormonais (BEN-ARI e GARRISON, 1988). O angiotensinogênio 

então é clivado pela renina, uma enzima proteolítica sintetizada e armazenada sob a forma 

inativa (denominada pró-renina) pelas células justaglomerulares do rim.  



 
 

Estas células musculares lisas modificadas localizam-se nas paredes das arteríolas 

aferentes imediatamente proximais aos glomérulos.  A pró-renina é liberada quando a pressão 

sanguínea está baixa (condições de baixa de sal, ou perda de sangue), e são sinalizadas 

reações intrínsecas nos próprios rins causando a decomposição de moléculas de pró-renina 

para a liberação de renina.  

A descoberta do clássico papel da renina realizado pelo fisiologista Filandês Robert 

Tigerstedt e seu estudante Sueco, Per Bergman em 1898 (BASSO e TERRAGNO, 2001) foi 

baseado no experimento executado em 1896-97 no Instituto Karolinka. Nesse experimento o 

extrato de salina de fígado de coelho mostrou lentamente o aumento da pressão sanguínea 

(PS) quando injetado em coelhos. O principio causador estava presente no córtex renal, mas 

não na medula e foi destruído quando aquecido. O autor concluiu que a substância era uma 

proteína e ele a nomeou de renina. Eles especularam que “a renina pode de algum modo ser, 

direta ou indiretamente, associada com hipertrofia do coração encontrado em doenças renais e 

alta pressão sanguínea”.  Porém, estes resultados não puderam ser repetidos em outros 

laboratórios, e foi só mais tarde em 1930 quando a renina foi redescoberta. 

A renina é uma enzima sem ação vasoativa. Ela atua clivando o angiotensinogênio 

produzindo o decapeptídeo Ang I, que possui propriedades vasoconstritoras discretas, mas 

não o suficiente para causar alterações significativas da função circulatória. A Ang I é 

convertida em Ang II através da ação da ECA, que está presente em vários tecidos, 

removendo dois aminoácidos da região carboxiterminal da Ang I formando um octapeptídeo, 

a Ang II, um potente vasoconstritor (ERDOS, 1990; WOODS et al., 2001).   

A Ang II apresenta inúmeras funções, agindo em diversos órgãos ao ligar-se a dois 

diferentes receptores de Ang II: receptor do tipo 1 (AT1) e tipo 2 (AT2) que são larga e 

distintamente distribuídos pelos órgãos e tecidos. Ambos receptores pertencem ao clássico 

grupo de receptores acoplados a Proteína-G com sete domínios transmembrana. Ligando-se 

aos receptores do tipo AT1, é conferido a mais clássica ação do peptídeo Ang II que é 

promover a vasoconstrição no músculo liso vascular e atuando no córtex da adrenal causando 

liberação de aldosterona, que estimula os túbulos renais, a reabsorver mais sódio e água 

(BREWSTER e PERAZELLA, 2004), e estimulação do sistema nervoso simpático via 

receptores localizados no cérebro. Estes efeitos resultam em um aumento da volemia, 

aumentando a pressão sanguínea e interagindo em outros eventos relacionados ao controle da 

pressão.  A Ang II também medeia o crescimento e proliferação celular estimulando a 

produção de citocinas e fatores de crescimento (SCHELLING et al., 1991). 



 
 

 Também via AT1 a Ang II possui efeitos como a hipertrofia e liberação de 

catecolaminas  (TIMMERMANS et al., 1993; MUNZENMAIER e GREENE, 1996; 

MATSUBARA, 1998). No endotélio, a modulação de receptores AT1, é caracterizada pela 

redução da biodisponibilidade de óxido nítrico (RAJAGOPALAN e HARRISON, 1996). 

Uma visão clássica do papel do receptor AT2 é sua interação com Ang II, desencadeando uma 

série de reações intracelulares visando atenuar os efeitos do receptor AT1 citados 

anteriormente (RAJAGOPALAN e HARRISON, 1996).  Ao contrario dos receptores AT1, a 

ligação da Ang II nos receptores AT2, provoca vasodilatação (KATSUYA et al., 1995; 

MASAKI et al., 1998), desempenhando uma ação protetora da parede vascular. Mais 

recentemente, demonstrou-se que o receptor AT2 está envolvido em algumas importantes 

ações de Ang II quando atua no tecido cardíaco (HEIN et al., 1995; YANG et al., 2002; 

BOVE et al., 2005; ISBELL et al., 2007). 

Em adição aos componentes do clássico SRA, diversos novos participantes tem sido 

descoberto recentemente. Um análogo a ECA, a Enzima Conversora de Angiotensina 2 

(ECA2), foi descoberta e mostrou degradar Ang II em Ang-(1-7) (DONOGHUE et al., 2000; 

TIPNIS et al., 2000). A ECA2 é análoga a ECA possuindo 42% de homologia entre seus 

aminoácidos. A ECA2 hidrolisa a Ang I a partir da remoção da fenilalanina da região 

carboxil-terminal desse peptídeo formando o inativo nonapeptídeo Angiotensina 1-9 (Ang 1-

9) (WELCHES et al., 1993), o qual pode ser convertido no heptapeptídeo Angiotensina 1-7 

(Ang 1-7) pela ECA (VICKERS et al., 2002). A Ang 1-7 antagoniza em humanos o efeito 

vasoconstritor da angiotensina II (STRAWN et al., 1999; UEDA et al., 2000; FERREIRA e 

SANTOS, 2005). Este heptapeptídeo tem seu próprio receptor, e também está relacionada 

com uma potencialização do efeito da bradicinina mediada pelos receptores B2 (MARCIC B. 

et al., 1999; ERDOS EG et al., 2002). A Ang 1-7 pode ser clivada formando Ang 1-5, um 

peptídeo inativo. Este sistema esta representado na figura 3. 

A complexidade do SRA mostra que seus efeitos podem ser algumas vezes 

antagônicos. Por esse sistema possuir interações com outros sistemas como demonstrado, 

podendo assim ajudar na manutenção da estabilidade cardiovascular, mas também pode ser o 

principal agente de processos patológicos.  

Numerosos estudos do SRA no coração conduziram a desenvolvimentos terapêuticos 

que utilizam os inibidores da ECA e antagonistas do receptor AT1, visando impedir a 

hipertrofia cardíaca e remodelamento cardíaco. A inibição da ECA bloqueia a geração de Ang 

II e reduz a degradação da BK, enquanto que antagonistas de receptores AT1 bloqueiam o 

receptor AT1 e induzem o acúmulo de Ang II (ZHU YC., et al., 1997)  . 



 
 

 
Figura 3- Representação do Sistema Renina Angiotensina. 

 

 

1.5 Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) 
 

 

A ECA ou cininase II é uma metalo-peptidase largamente distribuída na superfície da 

membrana de células endoteliais e epiteliais em vários tecidos tais como, o miocárdio 

(KAPLAN et al., 2000) tecido adiposo (WOODS et al., 2001), músculo esquelético 

(LINDERMAN e GREENE, 2001) e, também, em fluidos corporais. Ela possui um papel 

importante na homeostase circulatória, convertendo o decapeptídeo inativo Ang I, no 

octapeptidio ativo Ang II (SKEGGS et al., 1956), um potente vasoconstritor e o principal 

efetor do SRA (ERDOS e SKIDGEL, 1987), pela remoção dos resíduos His-Leu da região 

carboxiterminal desse peptídeo (HELMER, 1957).  

A principal atividade da ECA é catalisar a clivagem de dipeptídeos da extremidade C-

terminal livre de vários substratos, sendo considerada uma peptidil-dipeptidase. Esta 

peptidase é uma das muitas metalo-pepitidases que usa o zinco como cofator e está 



 
 

organizada como ectoenzima, possuindo o seu domínio catalítico no espaço extracelular. Essa 

enzima não atua em substratos que possuem um resíduo prolina na penúltima posição da 

cadeia polipeptídica (YANG et al., 1970).  

Como revisto por Erdos e Skidgel em 1987, essa metalo-peptidase não está 

exclusivamente limitada a sua ação peptidil-dipeptidásica, mas também tem a capacidade de 

atuar como carboxitripeptidase ou endopeptidase sobre alguns substratos. Embora a 

importância fisiológica da ECA seja indiscutível, até meados de 1990 pouco se conhecia 

sobre sua estrutura, seu mecanismo de catálise e os requisitos conformacionais dos seus 

substratos. Com a aplicação das técnicas de biologia molecular, foi possível a clonagem da 

ECA e um grande avanço foi dado no estudo desta metalo-peptidase (ALHENC-GELAS et 

al., 1989; EHLERS et al., 1989).  

 

 

1.5.1 O gene da ECA 
 

 

A ECA é encontrada em uma grande variedade de espécies animais. O gene 

codificador da enzima em Homo sapiens, está localizado no braço longo do cromossomo 17 

(17q23), possui 21 Kilo bases (Kb) e compreende 26 exons e 25 introns (SAYED-

TABATABAEI et al., 2006)(figura 4). No Centro Nacional de Informações em Biotecnologia 

(NCBI), são registrados mais de 160 polimorfismos, no gene da ECA, sendo a maioria de 

simples nucleotídeo (SNPs).  Somente 34 desses polimorfismos são localizados em regiões 

codificadoras. 

O gene da ECA codifica duas isoformas da enzima: uma forma somática (ECAs), com 

uma massa molecular entre 150 e 180 kDa, e a forma testicular (ECAt), com uma menor 

massa molecular de 90 kDa, expresso nas células germinais. Estas duas formas resultam da 

ativação de dois promotores diferentes. A ECAs é transcrita por um promotor localizado na 

região 5’ anterior ao exon 1 do gene, e conduz a transcrição de todos os 26 exons, exceto o 

exon 13, que sofre um “splicing”.   

A ECAt, com massa de 90 kDa, é transcrita por um promotor interno específico, 

encontrado no intron 12 (LANZILLO et al., 1985). O RNA mensageiro da ECA germinal 

inclui os exons 13 aos 26 (HOWARD et al., 1990). As duas formas diferem em relação aos 

sítios ativos: a ECAs possui dois sítios ativos, localizados na região C- domínio e a outra na 



 
 

região N-domínio; a ECAt possui somente o C-domínio que corresponde ao C-domínio da 

ECAs (JASPARD et al., 1993). 

As duas formas da ECA são enzimas do tipo ectoproteínas transmembrana do tipo I, 

com seu sitio catalítico na extremidade extracelular. Outra forma de ECA é a circulante, 

gerada a partir da clivagem da enzima somática, e presente nos fluidos biológicos como soro 

(DAS et al., 1977) e fluido amniótico (YASUI et al., 1984). Essa liberação (‘shedding’) da 

ECA como proteína solúvel, ocorre através de clivagem proteolítica específica por uma classe 

de proteases solubilizantes de proteínas de membrana, conhecidas como sheddases (OPPONG 

e HOOPER, 1993; MILLS et al., 2001).  

A ECAs está presente em células endoteliais, epiteliais e neuronais e possui dois 

domínios catalíticos denominados de N-domínio e C-domínio (SOUBRIER et al., 1988), cada 

um dos domínios contém um sítio ativo e possuem 60% de homologia nas suas seqüências. 

Cada domínio contém como típico ligante, o zinco, encontrado em muitas zinco peptidases. A 

ECAs humana é composta por 1306 resíduos de aminoácidos, dos quais 14 são resíduos de 

cisteína, que tem um papel fundamental na manutenção da sua estrutura terciária ao formarem 

ligações dissulfeto entre os grupos tiol, aumentando a estabilidade molecular e a resistência à 

proteólise. Também possui 17 sítios potenciais de N-glicosilação. A seqüência da ECAs 

revela ainda a presença na molécula de duas porções hidrofóbicas: um peptídeo sinal N-

terminal de 29 aminoácidos, que está ausente na enzima madura e um domínio 

transmembranar de 17 aminoácidos, situado próximo à região C-terminal (SOUBRIER et al., 

1988). 

É importante notar que os dois domínios da ECA somática são diferentes na 

especificidade de seus substratos sendo que o peptídeo N-acetyl-Ser-Asp-Lys-Pro (Ac-SDKP) 

é um substrato específico para o domínio-N (ROUSSEAU et al., 1995). O Ac-SDKP é um 

potente inibidor natural de proliferação de células tronco hematopoiéticas  (GUIGON e 

BONNET, 1995; ROUSSEAU et al., 1995) e o tratamento com inibidores da ECA resulta em 

um significante aumento das concentrações plasmáticas do Ac-SDKP em humanos (AZIZI et 

al., 1996). 

 

 

 

 

 

 



 
 

1.5.2 Controle Genético dos Níveis da ECA 
 

 

As concentrações séricas da ECA mostram pequenas variações quando mensuradas em 

um mesmo indivíduo em momentos diferentes (SAYED-TABATABAEI et al., 2006). 

Entretanto as concentrações dessa enzima podem ser consideravelmente variáveis quando 

mensuradas em indivíduos diferentes (ALHENC-GELAS et al., 1991), o que permite pensar 

em uma forte influência genética. 

Em 1988, Cambien et. al., realizaram estudos com 87 famílias saudáveis e 

demonstraram grande variabilidade na atividade plasmática da ECA. Em 1990, Rigat et. al., 

publicaram um importante estudo adicional sobre um dos polimorfismos encontrados neste 

gene. No estudo foi descrito como um polimorfismo no gene da ECA humana envolvendo a 

presença (inserção, I) ou a ausência (deleção, D) de 287-pb da seqüência do DNA na região 

do intron 16 (figura 4). Esse polimorfismo foi primeiramente detectado por análise de 

Polimorfismos no Tamanho do Fragmento de Restrição (Restriction Fragment Length 

Polymorphisms - RFLP) (RIGAT et al., 1990). A primeira detecção pela técnica da PCR deste 

polimorfismo foi publicada por Rigat et al., (1992) onde foi utilizado um par de iniciadores 

(primers) que flanqueiam a seqüência onde ocorre a inserção de 287 pares de bases no gene 

da ECA.  Porém, estudos realizados por Shanmugam et al., (1993), mostraram  que não foi 

possível distinguir os indivíduos heterozigotos ID por ocorrer uma preferencial amplificação 

do alelo D. Esse fato pode causar uma dificuldade na visualização dos resultados e assim 

causar uma má classificação de aproximadamente 4 à 5% entre o genótipos ID e DD. Uma 

amplificação adicional pela PCR foi então formulada para a confirmação do genótipo DD 

obtido no primeiro PCR padrão, incluindo um novo primer sense específico, localizado na 

região onde ocorre a deleção (SHANMUGAM et al., 1993). Esta combinação da primeira 

PCR padrão com a reação confirmatória da PCR utilizando-se o iniciador localizado onde 

ocorre à deleção foi subseqüentemente usada em diversos estudos.     

 

 

                                                                    

 

                                                                          -287pb 
Figura 4: Ilustração dos 26 exons (quadrados) e 25 introns (linhas) do gene ECA. Intron 16 é o local onde 
ocorre a deleção de 287pb. (de acordo com Tavares A., 2000) 
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Marcadores genéticos são pequenas variações normais na seqüência de nucleotídeos, 

chamadas de polimorfismos, espalhadas em centenas de milhares de posições diferentes 

através do genoma. Os polimorfismos de DNA distribuídos ao longo do genoma são 

excelentes marcadores genéticos e permitem seguir a herança de um cromossomo. O 

polimorfismo humano da ECA é causado pela inserção de uma seqüência Alu resultando nos 

três genótipos na população (Alu+/+, Alu +/-, Alu -/-, ou ACE II, ACE ID e ACE DD, 

respectivamente) (HAMDI e CASTELLON, 2004). O nome Alu foi dado a essa repetitiva 

seqüências de cerca de 300 pares de bases, por ela conter um sítio de clivagem para a 

endonuclease de restrição AluI (HAMDI e CASTELLON, 2004). 

Recentemente, uma analise detalhada do desenho do genoma humano tem indicado 

mais de um milhão de cópias da seqüência Alu, e que estas são as mais numerosas, o que faz 

dela o mais abundante de todos os elementos móveis no genoma humano (ZHUO et al., 

2001).  Pelo motivo deste grande número de cópias, o gene da família Alu compreende mais 

que 10% da massa do genoma humano (ZHUO et al., 2001), e sua seqüência não é 

uniformemente distribuídas no genoma (ZHUO et al., 2001; CHEN et al., 2002). Essas 

seqüências moderadamente repetitivas ocorrem em segmentos que vão de 100 a vários 

milhares de pares de bases intercaladas com blocos maiores de DNA.  

Constantes estudos de associação genética têm implicado esse polimorfismo a saúde, 

esportes e também com doenças. 

A combinação genética dos alelos, determina, na população, o aparecimento de três 

genótipos, os homozigotos II e DD e heterozigoto ID. Os valores da atividade da ECA em 

portadores do genótipo DD eram aproximadamente 2 vezes maiores quando comparados com 

indivíduos que possuíam o genótipo II. Em indivíduos que apresentavam o genótipo 

heterozigoto ID, foi observado níveis intermediários da atividade ECA. Outros estudos 

revelaram que o envolvimento do polimorfismo I/D não é limitado somente as concentrações 

da ECA plasmática, mas que ele também determina as concentrações da ECA tecidual 

(COSTEROUSSE et al., 1993; DANSER et al., 1995).  

Esse polimorfismo explica as variações da ECA circulante e se esse fato é devido as 

maiores concentrações e atividade enzimáticas em tecidos como coração, rim e tecido adiposo 

ainda é controverso (WOODS et al., 2000).  

 

 

 

 



 
 

1.5.3 Polimorfismo funcional do gene da ECA 
 

 

Ueda e Elliott em 1995, em um experimento com homens normotensos, observaram 

após a infusão de Ang I, que concentrações venosas de Ang II e maiores valores de pressão 

sanguínea eram características de indivíduos com genótipo DD. Esses resultados não foram 

observados em outro estudo publicado no mesmo ano por Lachurie e Azizi et al., em 1995. 

Algumas alterações em outras funções da ECA, como a degradação de bradicinina, foram 

também estudadas in vivo, em indivíduos normotensos após a administração desse peptídeo 

(MURPHEY et al., 2000). Uma grande correlação foi observada entre concentração do alelo 

D e peptídeo inativo de BK (BK 1-5). As evidências favorecem a hipótese de que o 

polimorfismo I/D pode estar envolvido nas condições patofisiológicas entre os SRA e SCC.  

Os resultados dos artigos anteriormente citados mostram que a presença do aledo D 

leva a um aumento de Ang II e uma maior degradação da BK. O aumento da ECA tem sido 

associado com o crescimento da musculatura lisa vascular observadas em regiões que foram 

submetidas à angioplastia (OHISHI et al., 1993) e também um remodelamento cardíaco 

(DANSER et al., 1995). Com a observação dessas alterações, levantou-se a hipótese de que o 

aledo D poderia estar associado à disfunção do endotélio resultando em uma maior 

degradação de cininas e assim inibindo a síntese de NO (LINZ et al., 1996). Essas associações 

levaram a um grande número de estudos publicados sobre a associação entre este 

polimorfismo e doenças cardiovasculares. Estas investigações não incluem somente a 

presença ou incidência da doença, mas também outros aspectos, como sintomas e 

manifestações, eficácia de terapias com drogas, taxas de recuperação, progressão de doenças e 

outras interações com fatores genéticos ou ambientais. 

De fato, estudos recentes na literatura têm evidenciado associações do polimorfismo D 

do alelo da ECA e risco da síndrome coronariana aguda (CAMBIEN et al., 1992; PALMER 

et al., 2003). Apesar de resultados controversos, alguns estudos sugerem a relação do 

polimorfismo da ECA com processos patológicos, que estão intimamente ligados à 

hipertensão arterial sistêmica (CORVOL et al., 1997), hipertrofia do ventrículo esquerdo 

(SCHUNKERT et al., 1994) e nefropatia diabética (STAESSEN et al., 1997). 

Estas variáveis encontradas no SRA também influenciam em outros efeitos 

fisiológicos, podendo expressar alguns outros fenótipos. Estudos têm associado à hipertrofia 

do ventrículo esquerdo ao aledo D da ECA (MYERSON et al., 1999; FATINI et al., 2000; 



 
 

NAGASHIMA et al., 2000; HERNANDEZ et al., 2003). Em atletas esse polimorfismo pode 

relacionar-se com hipertrofia ventricular fisiológica, pois indivíduos que levam o alelo D, 

teoricamente apresentam uma maior produção de Ang II, e estão mais aptos a promover 

hipertrofia ventricular do que indivíduos que carregam o alelo I. Muitos estudos mostram que 

indivíduos que possuem o alelo D são mais freqüentes em modalidades esportivas que exigem 

força (WOODS et al., 2001). Outros estudos mostraram que atletas portadores do genótipo 

DD apresentam hipertrofia ventricular mais acentuada que portadores do genótipo II. 

(MONTGOMERY et al., 1997) constatou em voluntários jovens uma forte correlação entre 

hipertrofia cardíaca com o genótipo ID e DD, após 10 semanas de treinamento físico militar, 

sendo esse um dos poucos estudos longitudinais realizados com recrutas do exército inglês.  

O rendimento do sistema cardiovascular constitui-se em um elemento-chave no 

desempenho de atletas de provas aeróbias, por ser responsável pela oferta de substrato e de 

oxigênio para os músculos. Alguns estudos relacionando o polimorfismo da ECA com o 

desempenho esportivo identificaram o alelo I como um fator genético de predisposição para o 

melhor rendimento em provas aeróbias (COLLINS et al., 2004; TURGUT et al., 2004). Esses 

resultados foram observados em corredores especialistas em provas de longas distâncias 

(acima de 5.000 metros) (MYERSON et al., 1999) e também em remadores da seleção 

australiana (GAYAGAY et al., 1998).  

Apesar dos estudos fenotípicos para os determinados genótipos da ECA apontar uma 

predisposição ou proteção contra várias doenças, os domínios da ECA envolvidos nessas 

características relacionadas aos polimorfismos I/D ainda não foram caracterizados em 

indivíduos saudáveis. Também não há relatos se esse polimorfismo pode afetar os 

componentes do SCC e as concentrações séricas de outros peptídeos como o Ac-SDKP.  



 
 

2 OBJETIVOS 
 

 

2.1 Geral 
 

 

O objetivo deste trabalho foi identificar o polimorfismo de inserção (I) e deleção (D) 

do gene da ECA em indivíduos jovens saudáveis e mensurar a atividade dos dois domínios 

dessa enzima e ainda correlacionar os genótipos com a pressão arterial, força e índice de 

massa corporal. Também foi objetivo avaliar a atividade da calicreína plasmática 

relacionando com o polimorfismo da ECA bem como a concentração do Ac-SDKP.  

 

 

2.2 Específicos  
 

 

• Verificar a porcentagem alélica e genômica dos polimorfismos de Inserção (I) e 

Deleção (D) encontrada nos indivíduos saudáveis. 

• Verificar a correlação dos genótipos dos voluntários com as médias de pressão arterial 

e freqüência cardíaca encontradas na população.  

• Correlacionar o polimorfismo I/D e a média de força muscular realizado com o teste 

de preensão manual.  

• Verificar a correlação do polimorfismo com o índice de massa corporal dos 

voluntários. 

• Verificar a atividade calicreína plasmática dos voluntários com genótipo II, ID e DD. 

• Verificar a atividade dos domínios C e N da enzima conversora de angiotensina. 

• Verificar a concentração sérica do peptídeo Ac-SDKP.   



 
 

3 Método 

 

 

3.1 Voluntários  

 

 

  Foram selecionados 62 voluntários adultos com idade entre 18 e 40 anos, do sexo 

masculino, residentes na cidade de Mogi das Cruzes. A maior parte (40 pessoas) foi recrutada 

no Tiro de Guerra de Mogi das Cruzes, os demais voluntários eram estudantes da 

Universidade de Mogi das Cruzes. Todos os voluntários eram normotensos e sedentários. Os 

testes foram realizados no Laboratório de Obesidade e Exercício do Departamento de 

Biofísica da Unifesp. 

  Os critérios de exclusão foram o uso de inibidores da ECA e/ou bloqueadores de 

receptor do tipo 1 de angiotensina II, hipertensão arterial (com pressão arterial sistólica acima 

de 139 mmHg e diastólica acima de 89 mmHg), fumantes, diabéticos, obesos (IMC acima de 

30Kg/m2). 

  Todos os voluntários assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (anexo 

1) e todos os procedimentos foram aprovados pelo comitê de Ética e Pesquisa Envolvendo 

Seres Humanos de Mogi das Cruzes, CAAE n.º 0078.0.237.000-07 (anexo II). 

 

 

 3.2 Procedimentos  
 

 

 Os voluntários realizaram os testes em dois dias. No primeiro dia foram realizadas a 

mensuração da pressão arterial e freqüência cardíaca. Nesse mesmo dia foi realizado o teste 

de força máxima isométrica (preensão manual) por meio de dinamometria.  Na segunda visita 

foram coletadas amostras de sangue venoso para posterior análise bioquímica (ver figura 5).  
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  3.2.1 Medida de Pressão Arterial e Freqüência Cardíaca 

 

 

 A média da pressão arterial foi mensurada por via auscultatória, utilizando-se um 

esfingmomanômetro aneróide e estetoscópio (BD,USA). Para avaliar-se a pressão arterial 

sistólica (PAS), pressão arterial diastólica (PAD), os voluntários foram colocados na posição 

sentada e mantidos por cinco minutos em repouso antes da mensuração com 

esfingmomanômetro. Após esse período, o braço esquerdo foi colocado em uma superfície 

plana à altura do deltóide. A fixação do manguito no braço ocorreu aproximadamente a 2,5 

cm de distância entre sua extremidade proximal e a fossa cubital.  Após o manguito ser 

inflado, iniciou-se o processo de esvaziamento numa razão de 2 mmHg por segundo até 

distinguir o 1º e 5º ruído de Korotkoff, correspondente aos valores sistólico e diastólico, 

respectivamente (PERLOFF et al., 1993). Este procedimento foi realizado logo após os três 

testes isométricos (preensão manual) para verificar a ocorrência de possíveis alterações da 

pressão arterial durante o teste. 

 Quando realizado o teste de força, o inicio do esvaziamento do manguito coincidiu 

com o momento de finalização do teste de preensão manual.  Esse procedimento permitiu 

tempo suficiente para a determinação da PAS simultaneamente ao término da preensão. A 

PAD foi aferida até quatro segundos após o término das repetições estabelecidas.  O padrão 

de medida da PA seguiu as normas da American Heart Association (1990). Durante todos os 

testes cada indivíduo foi instruído a não realizar a Manobra de Valsalva, ou seja, movimentar 

ou contrair o braço, para que a medida da PA fosse realizada sem comprometimentos. 

  A freqüência cardíaca foi medida por telemetria durante o repouso e ao final dos 

testes através de um frequencímetro (Polar modelo A1).  

 

 

  3.2.2 Teste de preensão manual  

 

 

  Os voluntários foram submetidos a um teste de força máxima isométrica (preensão 

manual), que foi realizado utilizando-se um dinamômetro da marca JAMAR. Este teste foi 

realizado para verificar se existia associação da ocorrência de maior força em voluntários 



 
 

portadores do genótipo DD, pois vários estudos sugerem que esses indivíduos apresentam 

maior predisposição genética para ganho de massa muscular do que indivíduos que 

apresentam os genótipos II e ID (FOLLAND et al., 2000).   

  Neste teste os participantes realizaram a compressão de um dinamômetro de 

empunhadura com sua mão dominante, a fim de gerar tanta força quanto for possível. O teste 

realizado foi desenvolvido para medir a força da mão e do braço. O avaliado ficou sentado em 

uma cadeira sem apoio para os braços e, com os pés planos sobre o chão. A alça do 

dinamômetro foi primeiramente ajustada para acomodar a mão do avaliado. Quando o 

dinamômetro era comprimido, a segunda falange deveria repousar sobre a alça ajustável. Uma 

vez que o dinamômetro estava ajustado na posição correta, o avaliado comprimia a alça o 

mais forte possível. A posição do antebraço foi ajustada de forma se posicionar lateralmente 

sem encostar-se na cadeira.  

  Foram feitas três tentativas, com um intervalo de três minutos entre cada uma. Era 

observado o valor máximo atingido pelo voluntário e então o ponteiro era retornado ao zero 

ao fim de cada uma das tentativas. O valor obtido ao fim de cada teste foi ajustado para a 

média em quilograma mais próxima. Era considerada a melhor execução como resultado 

efetivo do teste. 

 

 

 3.2.3 Índice de Massa Corporal (IMC)  
 

 

 O Índice de Massa Corporal (IMC) expresso em Kg.m2, foi calculado dividindo o peso 

pelo quadrado da estatura de cada indivíduo. Estes dados foram obtidos pelo questionário 

previamente aplicado a cada voluntário.  

 

 

  3.2.4 Coleta de Sangue  

 

 

  Todas as coletas de sangue foram feitas por um enfermeiro habilitado. Cada 

participante compareceu a visita pela manhã, tendo observado jejum de 10 a 12 horas.  Para 



 
 

os procedimentos da coleta foram utilizadas luvas de procedimento e agulha descartável. 

Após assepsia local com álcool, foram realizadas coletas de sangue no antebraço da veia ante-

cubital. Foram coletados 3 tubos de sangue de cada voluntário, com aproximadamente 4,9 ml 

de sangue por tubo. Foram utilizados tubos a vácuo (S-Monovette) e cada um continha um 

reagente específico. O primeiro tubo contendo citrato de sódio 1% para obtenção de amostras 

de plasma, o segundo tubo continha 1.6 mg EDTA/ml sangue, neste tubo foi adicionado 10µl 

de inibidor de protease, e um terceiro tubo seco, para obtenção do soro. O plasma e o soro 

foram obtidos por centrifugação e esses transferidos para tubos Eppendorf.  

 

 

  3.2.5 Genotipagem do polimorfismo do gene da ECA 

 

 

  Uma amostra de sangue de 20µl foi utilizada para extração de DNA total dos 

leucócitos utilizando-se o ChargeSwitch® gDNA Blood Kits (Invitrogen™) empregado para 

purificação de DNA genômico de pequenos volumes de sangue humano. Seguiram-se os 

passos indicados pelo fabricante para a extração do DNA genômico. Todos os indivíduos 

foram genotipados para identificar a presença do alelo deleção (D) ou inserção (I) em seu 

genótipo. 

 

 

  3.2.6 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

 

  A genotipagem dos alelos do polimorfismo de I/D do gene da ECA foi conduzida 

utilizando um sistema de 2 iniciadores (‘‘primers’’) específicos que franqueiam a seqüência 

onde ocorre o polimorfismo no gene, na finalidade de amplificá-los e classificar os indivíduos 

em homozigotos II ou DD ou em heterozigoto ID. Um terceiro iniciador interno (primer) foi 

utilizado para confirmação dos voluntários que apresentaram genótipos DD. Os locais do gene 

da ECA onde os primers se anelam estão demonstrados na figura 6. A seqüência dos 

iniciadores (primers), reagentes e suas respectivas quantidades utilizadas para realização da 

PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) estão demonstradas em seguida. 



 
 

  Primer ECAS 5’-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT- 3’  

  Primer ECAAS 5’-GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT- 3’  

  Primer interno ECA 5’-GTCTCGATCTCCTGACCTCGTG-3’ 

 

Reagentes utilizados na primeira PCR para identificação dos genótipos. 

 

  10 µL do DNA extraído 

5 µL de Tampão de PCR (10x) 

2,5 µL de MgCl2 (50 mM) 

1,0 µL de dNTPs (10 mM) 

0,5 µL de primer ECAS (50 ηg/µL) 

0,5 µL de primer ECAAS (50 ηg/µL) 

0,5 µL de Taq DNA polimerase (5 U/µL) 

5 µL de H2O milli-Q autoclavada  

25 µL total. 

 

Reagentes utilizados na segunda PCR para confirmação do genótipo dos voluntários DD, com 

a utilização do primer interno. 

 

  10 µL do DNA extraído 

5 µL de Tampão de PCR (10x) 

2,5 µL de MgCl2 (50 mM) 

1,0 µL de dNTPs (10 mM) 

0,5 µL de primer ECASint (50 ηg/µL) 

0,5 µL de primer ECAAS (50 ηg/µL) 

0,5 µL de Taq DNA polimerase (5 U/µL) 

5 µL de H2O milli-Q autoclavada  

25 µL total. 
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  3.2.8 Atividade da ECA plasmática  

 

 

  A determinação da atividade dos dois domínios da ECA plasmática foi realizada 

utilizando o substrato de supressão intramolecular de fluorescência contendo Abz (ácido 

aminobenzóico) na extremidade N-terminal e Dnp acoplado ao grupo ε-amino do resíduo de 

lisina (Abz-FRK(Dnp)P-OH utilizado para se observar a atividade em ambos os domínios da 

ECA, o substrato Abz-SDK(Dnp)P foi utilizado para verificar a atividade do N-Domínio e o 

substrato Abz-LFK(Dnp)P para verificar a atividade do C-Domínio da ECA. Todos  estes 

substratos foram sintetizado pela metodologia da fase sólida (BARLOS et al, 1989), e 

gentilmente fornecido pela Dra Adriana K. Carmona, do Departamento de Biofísica, da 

Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP). O tampão de incubação utilizado para 

determinação da ECA no plasma foi  Tris-HCl 100mM, NaCl 50 mM, pH 7,0. 

  Foram utilizados 10µL do plasma para os ensaios de atividade adicionados em tampão 

de incubação. A reação foi iniciada após a adição de 20µL do substrato de supressão 

intramolecular em 2 mL de tampão, e a hidrólise foi acompanhada diretamente na cubeta de 

quartzo 10.00 mm (Hellma®,Alemanha),  no fluorímetro Hitachi F-2500, (EX= 320nm; 

EM=420nm) com abertura de 5/5 a 700V,  a 37ºC. Após 300 segundos foi adicionado 5µL de 

Captopril 2M, para inibição da ECA.   

 

 

  3.2.9 Atividade da Calicreína no Plasma  

 

 

  A atividade da calicreína no plasma foi realizada utilizando o substrato ZFR-MCA. O 

plasma utilizado foi obtido através da centrifugação do sangue retirado durante as coletas em 

tubo contendo citrato. O tampão de incubação onde foi realizada a reação para verificar a 

atividade da calicreína era composto de Tris-HCl 50mM, 100 mM de NaCl, pH 7,4.  

  A reação foi iniciada após a adição de 7,2µL do substrato ZFR-MCA ao tampão de 

incubação contendo 5 µL de plasma. A reação de hidrólise ocorreu a 37 ºC em cubeta de 

quartzo no fluorímetro Hitachi F-2500 (EX=380nm; EM=460nm e aberturas de 5/5 com uma 

voltagem de 700V). Após 300 segundos de reação foi adicionado 5µL de PKSI (inibidor), 



 
 

para confirmar a atividade da calicreína plasmática. A fluorescência foi novamente observada 

por mais 100 segundos. 

  A atividade da calicreina plasmática foi calculada subtraindo-se o valor obtido após a 

adição do inibidor do primeiro valor, sem inibidor, no final de 300 segundos. 

 

 

  3.2.10 Concentrações plasmáticos de Ac-SDKP 

 

 

  A determinação dos níveis plasmáticos do substrato específico para o N-domínio da 

ECA, o Ac-SDKP, foi obtida através da utilização do kit de imunoensaio específico para 

detecção desse peptídeo em plasma, soro, ou urina de  humanos (ALPCO Diagnostics™).  

Para o teste foi utilizado 1 mL de plasma de cada voluntário, onde 0,15 mL foram obtidos do 

sobrenadante após centrifugação de 15 minutos a 4500 rpm a 4ºC. Foi então adicionado 1 ml 

de metanol e novamente centrifugado e logo em seguida todo o sobrenadante foi transferido 

para um tubo limpo e centrifugado a vácuo por aproximadamente 6 horas para secagem. 

Seguiram-se os passos indicados no kit pelo fabricante para a verificação dos níveis de Ac-

SDKP. 



 
 

            3.2.11 Análise dos Dados 

 

 

  Os valores obtidos foram analisados com a utilização do programa GrafPad Prism. Os 

dados encontrados estão apresentados na forma de média ± erro padrão da média. Para análise 

estatística foi utilizado Test t Stundent. Para análise de mais de duas amostras foi aplicado 

análise de variância (One Way ANOVA) seguida de verificação post-hoc de Tukey. As 

diferenças foram consideradas significativas em nível de 95% onde os valores de p foram 

menores que 0,05.  
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e independente amplificação com um iniciador interno e o óligo antisense utilizado na 

primeira reação. Este iniciador reconhece somente uma seqüência onde ocorre a inserção dos 

287pb. Os resultados da segunda reação de PCR estão demonstrados na figura 8.  

 

 
Figura 8 – Eletroforese em gel de agarose 2% com a utilização de iniciador interno; II- homozigoto para 
inserção, ID- heterozigoto; Marcador de massa molecular (M); Branco (B). 

 

 

O resultado desta segunda PCR mostrou a ausência de bandas de 209 pb dos 

indivíduos DD, banda essa específica para os indivíduos que possuem o gene de Inserção. 

Neste teste foram utilizados dois controles positivos, um indivíduo possuindo o genótipo II e 

outro indivíduo possuindo o genótipo ID onde uma banda de 209 pb foi observada.  Em suma, 

mediante a segunda reação foi possível confirmar que não houve uma amplificação 

preferencial do alelo D em nenhum dos indivíduos genotipados e classificados como DD na 

primeira PCR.   

O resultado da distribuição dos genótipos e distribuição alélica da ECA dos 62 

voluntários que participaram do estudo está apresentado na tabela 1. 

 

 
          Tabela 1 – Distribuição genotípica e alélica do polimorfismo I/D ECA. 

Genótipo N % 
II 16 26 
ID 28 45 
DD 18 29 

Total 62   
I 60 48 
D  64 52 

            II: inserção-inserção; ID: inserção-deleção; DD: deleção-deleção. 
 
 
 



 
 

  As características gerais de todos os voluntários são apresentadas na tabela 2. 

 

Tabela 2 – Distribuição das médias ± erro padrão da média dos parâmetros: idade, peso, estatura, índice de 
massa corpórea (IMC) em indivíduos normotensos. 

Parâmetros  II ID DD 

Idade (anos) 26 ± 2 22 ± 1 25 ± 2 

Peso (Kg) 75 ± 2 74 ± 2 76 ± 3 

Estatura (cm) 1,77 ± 0,02 1,76 ± 0,01 1,79 ± 0,02 

IMC (Kg/m2) 23,7 ± 0,6 23,7 ± 0,5 23,7 ± 0,9 
(p > 0,05) para todas as variáveis entre os diferentes genótipos. 
 

 

4.3 Parâmetros Hemodinâmicos  
 

 

Todos os parâmetros hemodinâmicos, pressão arterial sistólica (PAS), pressão arterial 

diastólica (PAD) foram aferidos durante o repouso, e no final de cada repetição do teste de 

força.  Os dados da pressão arterial sistólica (PAS) e pressão arterial diastólica (PAD) 

utilizado para obtenção da PAM estão demonstrados na tabela 3. A média da freqüência 

cardíaca (FC) obtida no inicio e no fim do teste de força está presente na tabela 3. Os 

resultados obtidos nestes testes demonstraram que não houve diferença significativa dos 

voluntários acima descritos, no repouso e no final do exercício.  

 
 
Tabela 3 – Médias ± erro padrão da média de pressão arterial sistólica e pressão arterial diastólica medida em 
repouso, durante o exercício, final do exercício e freqüência cardíaca (FC) no repouso e no final do exercício.  

  FCr PASr PADr PASex PADex PASex PADex PASf PADf FCf 

II 70 ± 3 113 ± 2 78 ± 2 115 ± 3 75 ± 3 116 ± 3 78 ± 2 117 ± 3 78 ± 3 76 ± 3 

ID 73 ± 2 112 ± 2 77 ± 2 116 ± 2 79 ± 2 119 ± 3  79 ± 2 116 ± 3 80 ± 2 79 ± 2 

DD 71 ± 3 111 ± 3 78 ± 2 116 ± 4  78 ± 3 114 ± 4 79 ± 3 114 ± 3 81 ± 3 75 ± 3 
FCr: freqüência cardíaca no repouso; PASr: pressão arterial sistólica no repouso; PADr: pressão arterial 
diastólica no repouso; PASex: pressão arterial sistólica durante o exercício; PADex: pressão arterial diastólica 
durante o exercício; PADf: pressão arterial sistólica no final do exercício; PADf: pressão arterial diastólica no 
final do exercício; FCf: freqüência cardíaca no final do exercício. (p>0,05) para todas as medias. 
 
 
 



 
 

A PAM é a principal medida clínica para a verificação da PA. E de acordo com os 

nossos resultados não foi possível observar diferença no início, durante e final do exercício na 

PAM, levando em consideração os genótipos da ECA.  

A figura 9 mostra a PAM na condição de repouso.  

 

                
Figura 9 – Pressão arterial média (PAM) durante o repouso verificado em cada genótipo. 
 

Também não ocorreu nenhuma diferença significativa na PAM dos voluntários 

normotensos durante o repouso relacionado com o genótipo.  

Logo após a medida da pressão arterial em repouso os voluntários realizaram os testes 

de preensão manual (handgrip) e a pressão arterial foi medida no final de cada teste. A figura 

10 mostra a média das três primeiras aferições da PAM para cada genótipo durante os testes 

de força.    

 

           
Figura 10 – Pressão arterial média (PAM) durante o teste de força para cada genótipo.  
 



 
 

Logo após o ultimo teste de força foi aferida a pressão artéria sistólica (PAS) e a 

pressão arterial diastólica (PAD) para obtenção da Pressão Arterial Média (PAM). Os 

resultados da PAM estão demonstrados na figura 11.  

 

              
 Figura 11 – Pressão arterial média (PAM) no final do teste de força. 
 

 Não ocorreu diferença significativa na pressão arterial média no final do exercício para 

nenhum dos genótipos da ECA. 

  

 

 4.3.1 Relação entre força e genótipo da ECA 

 

 

 Alguns estudos demonstram que indivíduos portadores do genótipo DD, quando 

submetidos a treinamento tem um maior ganho de força devido a uma maior ganho de massa 

muscular (FOLLAND et al., 2000)  quando comparados a indivíduos do genótipo II e ID. Os 

indivíduos de genótipo II são associados com uma melhoria no desempenho de resistência. 

Porém nos indivíduos normotensos sedentários que realizaram os testes, não foi observada 

esta diferença de força durante os 3 testes de preensão manual. A figura 12 mostra a média da 

força obtida durante todos os três testes.  
 



 
 

                                 

 

Figura 12 - Medidas dos resultados de preensão manual (P.M) dos grupos com genótipos II, DD e ID (p>0,05). 

 

 

  4.4 Parâmetros Metabólicos 

 

 

  A figura 13 apresenta os valores da atividade da ECA plasmática mensurados com 

substrato para o C-N domínio, Abz-FRK(Dnp)P, quando agrupados pelos genótipos. 

 

                              
Figura 13 – Atividade da ECA no plasma dos voluntários de genótipo II, ID e DD utilizando substrato Abz-
FRK(Dnp)P para o C – N Domínios. *** II x ID, e ††† II x DD – p<0,001. 
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  Ao comparar os resultados obtidos, foi possível observar diferença significativa do 

grupo II em relação aos grupos ID e DD (p<0,001) na atividade dessa enzima. Entretanto não 

foi observada diferença estatisticamente significativa entre o grupo ID e DD. Estes resultados 

foram obtidos com a utilização do substrato Abz-FRK(Dnp)P, substrato semelhante ao 

utilizado em trabalhos que determinaram a atividade da ECA, ou seja, substrato específico 

para os dois domínios dessa enzima. Os próximos resultados são decorrentes da utilização de 

substratos específicos para cada domínio da ECA, sendo que dados que avaliam atividade de 

cada domínio da ECA relacionando com o genótipo I/D não são encontrados na literatura.   

  A figura 14 mostra a atividade da ECA com substrato especifico para o N-Domínio 

desta enzima, Abz-SDK(Dnp)P. 

 

                    
Figura 14 – Atividade da ECA no plasma com substrato Abz-SDK(Dnp)P especifico para o N- Domínio. 
***IIxID, ††† IIxDD. UAF/min: 
 

  Com a utilização deste substrato, foi observada diferença significativa (p<0,001) entre 

o genótipo II em relação aos grupos de genótipos ID e DD.  

  A atividade da ECA plasmática com substrato especifico para o C-domínio Abz-

LFK(Dnp)P, está representada na figura 15. 

*** 
†††



 
 

                         
Figura 15 – Atividade da ECA utilizando substrato Abz-LFK(Dnp)P especifico para C-Domínio. (p<0,01) 
**IIxID; (p<0,001) *** IIxDD.   
 

  Ao comparar os determinados genótipos do polimorfismo foi observado diferença 

significativa (p<0,01) entre os genótipos IIxID e diferença significativa (p<0,001) entre os 

genótipos IIxDD. 

  Como explanado anteriormente, a utilização destes substratos específicos não é 

encontrado em trabalhos na literatura, e os resultados obtidos em nosso trabalho com a 

utilização destes, mostram não haver diferença significava entre os grupos ID e os indivíduos 

do grupo DD, apontando que a presença de um alelo D é o suficiente para ter um aumento 

significativo da atividade da ECA.  

  Foi verificada uma maior atividade de ECA em indivíduos portadores dos genótipos 

ID e DD, entretanto não observamos alteração na pressão arterial. Por este motivo, nós 

resolvemos verificar outros sistemas em que a ECA está relacionada e que possam 

compensar, teoricamente, uma maior produção de Ang II.   

  Primeiramente resolvemos averiguar o SCC, mas especificamente a calicreína 

plasmática, relacionada com a conversão de BK, um potente vasodilatador.  

 A figura 16 apresenta o resultado das concentrações plasmáticas de calicreína plasmática 

entre os grupos II e DD.                        

  ** 
***



 
 

                         
Figura 16- Atividade da calicreína plasmática dos indivíduos II e DD. UFA/min. Unidades arbitrárias de 
fluorescência por minuto. * (Comparando II com DD – p<0,05).  
 

  Os indivíduos DD apresentaram uma atividade da calicreína plasmática 25% maior 

comparadas aos indivíduos II sendo essa diferença significativa (p<0,05). Não foi observada 

diferença significativa entre o grupo ID e os demais grupos. A relevância desses dados será 

investigada pela dosagem das outras enzimas plasmáticas envolvidas nesses sistemas.  

  Outro peptídeo conhecido como substrato específico da ECA, o N-acetil-Ser-Asp-Lys-

Pro (Ac-SDKP), substrato natural para o N-domínio (PEREIRA et al., 2003).   

  A figura 17 mostra o resultado dos níveis circulantes do Ac-SDKP nos grupos do 

polimorfismo da ECA. 

                            
Figura 17- Níveis de Ac-SDKP circulante.  

 



 
 

  Não foi encontrada diferença significativa (p> 0,05) nos níveis circulantes do peptídeo 

Ac-SDKP para nenhum dos genótipos do polimorfismo da ECA, mesmo para aqueles grupos 

que apresentaram maior atividade da ECA em testes anteriores.



 
 

5 DISCUSSÃO 

 

 

  A ECA participa de diversas vias metabólicas, pois atua clivando uma diversidade 

muito grande de peptídeos fisiologicamente ativos. Desde as primeiras observações da 

hidrólise da angiotensina I pela ECA, um grande caminho foi percorrido no estudo desta 

metalopeptidase, sendo que agora novas funções fisiológicas vêm sendo descritas e atribuídas 

a esta enzima, como por exemplo, sua participação na hematopoiese (ABALI et al., 2002), 

fertilidade (HAGAMAN et al., 1998), hidrólise de neuropeptídios, (NORTH et al., 1999) 

dentre outras. 

  Após o relato de Cambien et al., (1988) descrevendo que as concentrações  circulantes 

da ECA de humanos estão sob controle genético, vários outros artigos foram publicados 

demonstrando os polimorfismos dessa enzima. A atenção foi voltada para um polimorfismo 

de Inserção/Deleção no intron 16, quando Rigat et al.,(1990) demonstraram que este responde 

por aproximadamente metade da variação observada em níveis plasmáticos da ECA na 

população.  Fundamentando-se nos trabalhos de Rigat, et al., (1990), Tiret, et al., (1992), que 

demonstraram  uma grande variação na freqüência do aledo D, o primeiro passo do nosso 

trabalho foi a genotipagem para verificar a porcentagem do polimorfismo da ECA encontrada 

na população em estudo. 

  Neste trabalho encontramos a prevalência de 26% para o genótipo II, 45% para ID e 

29% para DD. A distribuição do genótipo da ECA, encontrada em estudo nacional, mostra 

uma prevalência do polimorfismo DD de 28%, o que esta de acordo com os nossos resultados 

(PEREIRA et al., 2003).  

  Um outro estudo realizado por Inacio et al., (2004), visava determinar a freqüência 

genotípica e alélica do polimorfismo na população Brasileira. O resultado se mostrou 

semelhante ao de outras populações estudadas, mas houve uma variabilidade genotípica entre 

as regiões do país, com variações principalmente entre os homozigotos II e DD na região Sul, 

onde se observou uma tendência ao aumento do genótipo DD (54%) e diminuição do 

heterozigoto (24%), devido provavelmente à composição étnica.  Em nosso estudo, as 

freqüências dos alelos D e I foram de 52% e 48%, respectivamente, e são semelhantes às 

encontradas por Inacio et al.,(2004), demonstrando que na região sudeste a freqüência alélica 

do I é próxima a do alelo D.  



 
 

  Dados sobre esse polimorfismo, publicados em vários estudos, demonstraram que 

indivíduos com genótipo DD possuem maior concentração plasmática da ECA circulante, 

resultando em maiores concentrações plasmáticas de Ang II. Pode-se admitir um aumento da 

resistência vascular periférica causada pelo aumento plasmático de angiotensina II, assim, 

como pela degradação da bradicinina em indivíduos com genótipo DD, contribuindo assim 

para o aumento da pressão arterial. Entretanto outros artigos publicados avaliaram 

normotensos x hipertensos e não observaram correlação da hipertensão em relação aos 

genótipos ou alelos (ISHIGAMI et al., 1995; ABBUD et al., 1998).  

  No estudo realizado por Chiang et al., em 1997, avaliando 3095 chineses, foi 

encontrada correlação entre os alelos e hipertensão arterial, mas não entre os genótipos. Foi 

observada uma positiva correlação da pressão arterial diastólica nos indivíduos do sexo 

masculino com genótipo DD. Nakano et al., em 1998, evidenciaram que o aledo D está 

associado a hipertensão arterial precoce e Abbud, et al., em 1998 constataram correlação do 

genótipo DD com a hipertensão arterial.  

  Estudos que delineiam as ligações, entre os alelos e genótipos da ECA com o fenótipo 

da pressão arterial, são muito discrepantes (RIGAT et al., 1990; CAMBIEN e TIRET, 2007). 

E muitos estudos epidemiológicos associam o alelo D com o avanço de risco de enfermidades 

cardiovasculares (BARLEY et al., 1994; STAESSEN et al., 2001). 

  Como já descrito na literatura os genótipos da ECA também estão envolvidos com 

adaptações a determinados tipos de exercício. Segundo Montgomery et al. (1997) o 

polimorfismo de D está associado com o crescimento de músculo liso vascular e hipertrofia 

cardíaca, que podem resultar em alterações e diferentes respostas do sistema vascular, e este 

genótipo é mais encontrado em indivíduos que tem maior predisposição para provas 

anaeróbias, e que indivíduos com predisposição para melhor rendimento em provas aeróbias 

carregam o alelo I (GAYAGAY et al., 1998).  

   Utilizando desses dados da literatura, realizamos testes de força (handgrip) em nossos 

voluntários para verificar possíveis diferenças na pressão arterial e freqüência cardíaca no 

repouso e no final do teste. Este teste de força foi escolhido por ser um teste de fácil 

realização, sem custos, e que se ajusta melhor ao perfil de voluntários saudáveis que não 

praticam esportes específicos.  

  O efeito das manobras do handgrip em respostas a função ventricular esquerda foi 

intensivamente investigado (GROSSMAN et al., 1973; CRAWFORD et al., 1979). Tavli, et 

al., em 2003 analisaram variáveis hemodinâmicas durante o repouso e após as manobras de 



 
 

handgrip e mostraram que houve aumento da pressão após as manobras, porém estas 

mudanças não foram estatisticamente significativas. Nossos resultados estão de acordo com 

esses autores e mostraram um aumento da pressão no fim do teste em relação ao início, mas 

esse aumento não foi significante.   

  Nossos resultados não sugeriram relação entre o genótipo ID ou DD com o fenótipo de 

alteração na pressão arterial.  No trabalho realizado por Zee, et al., em 1992, foi observado 

que o polimorfismo da ECA estava associado com hipertensão arterial em uma população 

australiana.  Em uma população japonesa foi relatado que indivíduos DD apresentaram 79% 

de risco para desenvolver hipertensão quando comparado aqueles indivíduos do genótipo II 

(HIGASHIMORI et al., 1993). Deve-se ressaltar que neste estudo os indivíduos eram jovens 

saudáveis, e trabalhos mostram que a hipertensão está relacionada com o envelhecimento. 

  A pressão arterial aumenta com a idade (VASAN et al., 2001), que pode ser 

esclarecido pela rigidez arterial, ocasionador da hipertensão arterial, relacionada ao 

envelhecimento.  Segundo dados da literatura, este pode ser um motivo por não verificarmos 

alterações na pressão arterial de jovens durante a execução dos testes. 

   A força de preensão manual tem sido usada na ciência de exercícios e educação física 

como índice de força na mão e no antebraço, e é conhecido que a força é modificada 

diretamente com a massa corporal de cada indivíduo. Realizamos as medidas necessárias para 

verificar o IMC dos grupos estudados. Os voluntários que participaram do estudo não 

apresentaram diferença no índice de massa muscular, sendo que a média obtida para os grupos 

foram II= 23,7 ± 0,6; ID= 23,7 ± 0,5 e DD= 23,7 ± 0,9, não interferindo assim nos testes de força. 

  Como não foi observado diferenças no IMC dos grupos, foram utilizados os dados do 

teste de força para verificar a variação na pressão arterial e a possível variação na força dos 

voluntários de acordo com cada genótipo encontrado. Como descrito anteriormente, um maior 

desenvolvimento da massa muscular está ligada aos genótipos DD da ECA. Alguns autores 

observaram diferença de força encontrada entre os genótipos, Folland et al., em 2000, 

mostraram que o alelo D está relacionado com um maior ganho de força muscular. A presença 

do aledo D está associada à maior resposta hipertrófica, especialmente, em situações de 

estresse cardiovascular como exercício e hipertensão. Com os dados obtidos com o teste de 

força, não foram observadas diferenças significativas (p>0,05) de força entre os genótipos DD 

e II como observados em outros estudos. Uma diferença no nosso estudo em relação aos 

encontrados na literatura, é que os nossos voluntários não foram submetidos a um programa 

de exercícios e sim a um simples teste de força. 



 
 

  Uma das informações descritas na literatura é a ligação entre os alelos e as 

concentrações plasmáticas da ECA. O aledo D proporciona maior concentração plasmática da 

enzima comparada ao alelo I. Se correlacionados os genótipos e a concentração da enzima, de 

maneira crescente, estes se apresentam da seguinte forma: II, ID e DD. Esse fato foi também 

constatados em pessoas centenárias e brancos caucasianos (FAURE-DELANEF et al., 1998). 

Com base nestes dados, demos início à avaliação da atividade da ECA circulante de nossos 

voluntários. 

  A primeira mensuração foi realizada com o substrato Abz-FRK(Dnp)P, que é 

reconhecido pelos dois domínios catalíticos da ECA, sendo assim clivado tanto pelo domínio 

N como pelo domínio C. Os resultados obtidos neste presente trabalho demonstraram uma 

diferença significativa (p<0,001) quando comparado o grupo de genótipo II com os grupos ID 

e DD. Os grupos ID e DD quando comparados não apresentaram diferença significativa. É 

importante ressaltar que, os valores de atividade da ECA encontrados na literatura utilizaram 

substrato que tem igual afinidade pelos dois domínios, ou seja, é clivado pelos domínios C e 

N da ECA.   

  Um dos pontos de maior interesse deste projeto foi à utilização de substratos 

específicos para os domínios da ECA plasmática. No primeiro ensaio foi verificada a 

atividade do domínio N da enzima, utilizando-se o substrato específico Abz-SDK(Dnp)P. 

Com este ensaio foi possível verificar diferença significativa (p<0,001) novamente 

comparando o grupo II com os grupos ID e DD, mas não se observou diferença significativa 

entre os grupos ID e DD. Estes resultados sugerem não haver diferença entre os indivíduos 

que possuem uma ou duas cópia do gene da deleção, relacionando a atividade relativa ao 

domínio N da ECA, o que sugere uma maior produção da enzima sem afetar o sítio catalítico 

N. 

  O ultimo ensaio utilizando o substrato de supressão molecular Abz-LFK(Dnp)P, o 

qual é clivado somente pelo C-domínio da ECA, mostrou novamente uma diferença 

significativa (p<0,001) entre o grupo II e o DD. Foi também observada diferença significativa 

(p<0,01) quando comparado o grupo II aos indivíduos do grupo ID.  

  A análise dos resultados obtidos com os três substratos utilizados para a determinação 

da atividade da ECA mostrou um resultado até agora inédito na literatura, os indivíduos 

portadores de um único D têm a atividade da ECA próxima aos indivíduos portadores dos 

dois alelos para a deleção. Até hoje era observada atividade da ECA relacionada aos 

genótipos, onde os indivíduos DD produziam mais ECA, e os II que produziam menos e os 



 
 

indivíduos heterozigotos, ID eram os que apresentavam atividade plasmática intermediária 

(CAMBIEN et al., 1988; RIGAT et al., 1990; COSTEROUSSE et al., 1993; DANSER et al., 

1995). 

  Estes achados são de fundamental importância uma vez que esta proteína tem sido 

alvo de intensa utilização de drogas inibidoras, e os dados desses trabalhos sugerem que a 

presença de um único alelo D é suficiente para que ocorra um aumento significativo da ECA. 

Isso mostra que a investigação do papel da ECA em diferentes patologias deveria ser 

analisada de forma diferente da habitualmente utilizada, ou seja, os indivíduos deveriam ser 

agrupados em somente dois grupos e a prescrição dos inibidores dessa enzima deveriam levar 

esse fato em consideração. 

  Uma vez que trabalhos na literatura demonstram a interação da ECA nos SRA e SCC, 

e também clivando outros peptídeos (SKEGGS et al., 1956; YANG et al., 1970; ROUSSEAU 

et al., 1995), resolvemos avaliar se as diferentes concentrações séricas da ECA decorrente do 

polimorfismo I/D podem interagir com outros sistemas que estejam relacionados com a 

manutenção da pressão arterial. A enzima calicreína plasmática é responsável pela conversão 

de cininogênio de alto peso molecular em BK, um potente vasodilatador (BHOOLA et al., 

1992).  Verificamos os níveis séricos da calicreína e observamos uma maior concentração 

desta enzima em indivíduos pertencentes ao grupo DD, com diferença significativa (p<0,05) 

quando comparada aos indivíduos do grupo II. Não se observou diferença entre o grupo II e 

ID, como também entre o grupo ID e DD.  

  Os resultados encontrados nos dão idéia do por que indivíduos jovens saudáveis não 

apresentaram modificações de pressão arterial e nem aumento da pressão durante a realização 

do teste de força, existe uma compensação na atividade enzimática da calicreína no grupo que 

apresenta níveis elevados de ECA. Provavelmente este fato levará a maior produção de BK 

contrapondo o efeito vasoconstritor da Ang II. 

  Esses resultados mostram a inter-relação dos sistemas calicreína-cininas e renina 

angiotensina. Não sabemos ainda se a maior atividade da ECA resulta numa menor 

concentração plasmática de BK. Entretanto estes dados sugerem que existe uma 

interdependência entre os dois sistemas. 

  Por imunoensaio, verificamos os níveis séricos do peptídeo Ac-SDKP, que é um 

substrato natural para ECA, e é clivado preferencialmente pelo domínio N dessa enzima 

(PEREIRA et al., 2003). Neste ensaio não se observou diferença significativa para nenhum 

dos genótipos da ECA, demonstrando uma compensação em sistemas que estão relacionados 



 
 

com esta enzima. Também a partir desses resultados podemos verificar que a alteração em um 

dos sistemas de regulação pode possivelmente ser o fator decisivo para desencadear desordens 

cardiovasculares.    

  De acordo com nossos resultados fica clara a importância de futuros estudos 

utilizando-se os substratos específicos para cada domínio da ECA para melhor entender a 

função desta enzima, sua possível participação em outras vias metabólicas bem como sua 

interação com o desenvolvimento de doenças. 

   



 
 

6 CONCLUSÕES E SUGESTÕES 

 

 

•  A percentagem alélica encontrada na população em estudo foi igual às encontradas 

em estudos anteriores; 

•  Não houve diferença na correlação do genótipo e pressão arterial e freqüência 

cardíaca; 

•  Não houve diferença entre os genótipos da ECA em relação ao teste de força 

(handgrip); 

•  Não houve diferença no índice de massa corporal entre os indivíduos participantes do 

estudo.  

•  A atividade da ECA plasmática total ou dos domínios C e N foram maiores nos 

indivíduos ID e DD quando comparados aos indivíduos II. 

•  Indivíduos DD apresentaram maior atividade da calicreína plasmática do que aqueles 

que apresentaram o genótipo II. 
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1. NOME DO PARTICIPANTE:...................................................................................................................................................................... 
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DATA NASCIMENTO: ......../......../......  
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CEP:.........................................  TELEFONE: DDD (............) ...................................................................... 

___________________________________________________________________________________________________________________ 

 

II - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTÍFICA 

TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “Caracterização Bioquímica e Funcional do Polimorfismo da 
Enzima Conversora de Angiotensina em Indivíduos Normotensos”. PESQUISADORES: Prof. Dr. Ronaldo de 
Carvalho Araujo/Sandro Soares de Almeida 

CARGO/FUNÇÃO: Orientador de Mestrado da Universidade de Mogi das Cruzes e Escola Paulista de Medicina / Mestrando em 
Biotecnologia 

 

3. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 
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procedimentos que são experimentais; 3. desconfortos e riscos esperados; 4. benefícios que  poderão ser obtidos;  
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do polimorfismo da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) e correlacioná-la com a pressão arterial apresentada pelos voluntários e 
os níveis séricos de Angiotensina II (Ang II) e Bradicinina (BK). Estaremos pesquisando também a influencia do polimorfismo em 
alterações na pressão arterial e em níveis de força. 

 
2.  Procedimentos: Serão 2 visitas ao laboratório: 1º. Será realizara uma anamnese, uma coleta de sangue capilarizado, teste de força 

manual (hand-grip), mensuração da pressão arterial; 2º. Em uma segunda visita será coletado sangue venoso, para analise enzimática. 
 
 
2.1 - 1º visita: 
 
No dia da primeira visita apresentaremos aos Sr (a) todos os procedimentos que iremos realizar detalhadamente e lhe apresentaremos o Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecimento, o qual o Sr (a) deverá assinar caso concorde com todos os procedimentos. Em seguida iniciaremos o 
preenchimento de uma Anamnese, que é composto por varias perguntas sobre sua condição de saúde. Depois será realizado um teste de força por 
preensão manual (hand-grip), utilizando um dinamômetro. Também neste mesmo dia será coletada uma amostra de 100µl de sangue capilarizado 
realizado por punção digital, que será utilizado para analise do polimorfismo do seu gene da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA). A 
pressão arterial será avaliada em repouso por auscultatória, e será utilizado um esfingmomanômetro aneróide e estetoscópio.  Estes resultados 
serão utilizados para observar possíveis diferenças na pressão com relação aos diferentes genótipos encontrados; 



 
 

2.2 – 2º visita: 
 
Em uma segunda visita, o Sr (a) deverá estar em jejum de 12h, para ser coletada uma amostra de 15 ml de sangue venoso de seu antebraço para 
dosagem de Angiotensina II (Ang II) e Bradicinina (BK). Todos os procedimentos da coleta de sangue serão realizados seguindo todas as normas 
de assepsia descritas abaixo nesse Termo de Consentimento Livre e Esclarecimento. 
 
 
Coletas de Sangue:  
 
Serão coletados 100µl de sangue capilarizado do dedo anelar . Para isto todos os procedimentos de higiene serão utilizados. Haverá constante 
utilização de luvas descartáveis, algodão e álcool. O sangue será acondicionado em capilares de vidro descartáveis e posteriormente transferido 
para tubos eppendorfs, para análise do polimorfismo do gene da ECA.  
 
Sangue Venoso:  
 
Serão coletados 15 ml de sangue venoso de seu braço da mesma forma como é realizado no laboratório quando o senhor é encaminhado pelo 
médico para fazer exame de sangue. O sangue será coletado em 3 tubos a vácuo (S-Monovette), cada um especifico para determinadas analises 
enzimáticas. Nesse procedimento a agulha é inserida somente uma única vez e ocorrera somente a troca dos tubos. . Essas coletas serão realizado 
por um enfermeiro (a), devidamente treinado para isso.  
 
 
 
 

3.  Desconfortos e Riscos:  
 

 
Coleta de Sangue:  
 
O Sr (a) poderá sentir algum desconforto durante a coleta de sangue.  
 
Na ocorrência de qualquer mal-estar momentâneo, o senhor terá atendimento imediato, e se necessário for, encaminharemos imediatamente o Sr 

(a) a enfermaria da faculdade. 
 
 

4. Benefícios que poderão ser obtidos:  
 

 
Para você: conhecerá o seu genótipo da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA). O polimorfismo de I/D da ECA esta relacionado com maior 

ou menor predisposição a hipertofria muscular, mas também a alguns tipos de patogêneses. O alelo deleção (D) do gene esta associando com 
aumento da atividade da ECA, e tem sido ligado a um maior ganho de massa muscular, mas também relacionado a doenças cardiovasculares. 
Esta ligação esta atribuída a um aumento da formação de Angiotensina II em indivíduos que possuam o alelo D. Uma hipótese complementar 
é que o alelo D esta relacionado com a maior degradação de um peptídeo protetor, a Bradicinina.  Com o conhecimento desses dados, 
associa-se esse polimorfismo a predisposição a doenças do coração (hipertrofia), diabetes e outras doenças ainda em estudo.  

 
Para os pesquisadores: Encontrar uma relação entre os níveis enzimáticos de Angiotensina II e Bradicinina com os genótipos I/D da ECA 

encontrados em indivíduos sedentário e atletas, e verificar a influencia do polimorfismo com o ganho de massa muscular e doenças 
como citadas acima.  

____________________________________________________________________________________________________________________ 

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

 

1. Acesso, a qualquer tempo, às informações sobre procedimentos, riscos e benefícios relacionados à pesquisa, inclusive para dirimir eventuais 
dúvidas. 

2.     Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo. 

3.     Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade. 

____________________________________________________________________________________________________________________ 

V. INFORMAÇÕES DE NOMES, ENDEREÇOS E TELEFONES DOS RESPONSÁVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA 
PESQUISA, PARA CONTATO. 

Sandro Soares de Almeida – Av. Dante Jordão Stoppa n. 200 – Fone: (11) 4798-7087 ou (011) 8380-5669 – sanscientific@gmail.com 

VI. OBSERVAÇÕES COMPLEMENTARES: 

 

 

 

 

 

 



 
 

VII - CONSENTIMENTO PÓS-ESCLARECIDO 

Declaro que, após convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi 

explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa, estando de acordo com a 

utilização dos dados coletados para fins acadêmicos sem a identificação de meus dados pessoais. 

 

Mogi das Cruzes, ________ de __________________________de 2007. 

_______________________________________________                            _____________________________________ 
ass. do participante da pesquisa ou responsável legal                                                         assinatura do pesquisador  
                                                                                                                                                       (Sandro Soares de Almeida) 
Nome por extenso:____________________________ 
 
 
 
 
 
 
 
____________________________________________ 
Assinatura testemunha 
 
Nome por extenso: _____________________________ 
 
  



 
 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – EXTRAÇÃO de DNA e NÍVEIS 
ENZIMÁTICOS 

 
Descrição do Projeto: este projeto destina-se a compreender melhor a relação encontrada 

entre o polimorfismo da Enzima Conversora de Angiotensina I (ECA) e os níveis plasmáticos 

de Angiotensina II, um potente vasoconstritor e Bradicinina, um vasodilatador.  Para 

esclarecer esses níveis diferentes encontrados na população, é necessário analisar 

concentrações de Angiotensina II, e Bradicinina plasmática, as quais estão envolvidas no 

controle da pressão arterial. 

Existem evidências de que pessoas que tenham algumas características genéticas 

podem estar mais predispostas ao desenvolvimento de alterações nos controles pressóricos, e 

por isso esse estudo também objetiva analisar variações genéticas como, nesse caso, o 

polimorfismo do gene da Enzima Conversora de Angiotensina, envolvida na maior produção 

dessa enzima, a qual parece ter relação com a predisposição para Hipertensão e Diabetes tipo 

2. O entendimento desses mecanismos permitirá aos pesquisadores a elaboração de futuras 

pesquisas, bem como a criação de estratégias que visam um melhor controle do Diabetes tipo 

2, assim como sugestões de práticas preventivas para essa doença. 

Você está sendo convidado a participar deste estudo na qualidade de voluntário. Você 

tem toda a liberdade em decidir se deseja ou não participar do mesmo. Não há nenhuma 

conseqüência negativa caso você decida não participar. Se você decidir participar o 

procedimento será o seguinte: 

Você será submetido a uma coleta de sangue, que será realizada no seu antebraço, 

braço ou na parte posterior da sua mão. Você ficará sentado, em repouso, e então será 

utilizado um torniquete, para que o sangue circule mais para seu braço, antebraço e mão, 

sendo realizada a assepsia com álcool 70% e algodão. Em seguida, uma agulha descartável e 

um adaptador vacuette®, fixado na agulha será introduzida no local a ser coletado o sangue, e 

um tubo vacutainer®, contendo EDTA e 10µl de inibidor de protease, será posicionado ao 

adaptador e agulha, iniciando assim a coleta de seu sangue (em torno de 5ml), imediatamente 

após a retirada do tubo será inserido outro com citrato de sódio 1% e um ultimo tubo, este 

seco. Imediatamente após a retirada do ultimo tubo, com o conteúdo sanguíneo, a agulha e o 

adaptador serão retirados e micropore (fita adesiva porosa) será fixada no local onde ocorreu a 

coleta sanguínea. Estas amostras de sangue serão utilizadas para analises bioquímicas das 

enzimas relacionadas com o polimorfismo da ECA. 

As amostras de DNA serão extraídas do sangue coletado por punção digital e serão 

utilizadas para estudar marcadores genéticos. As amostras biológicas têm o único propósito de 



 
 

investigar o papel da variabilidade genética molecular na determinação de fenótipos. Essas 

amostras biológicas não serão disponibilizadas para qualquer outro estudo em qualquer 

hipótese. 

As amostras biológicas coletadas nesse estudo serão armazenadas no Programa de 

Ciências Genômicas e Biotecnologia da Universidade Católica de Brasília e no Laboratório de 

do Núcleo de Ciências Genômicas da Universidade de Mogi das Cruzes. Somente os 

pesquisadores envolvidos nessa pesquisa terão acesso aos materiais biológicos coletados. 

Em qualquer momento e por qualquer circunstância você tem toda a liberdade de 

contatar o coordenador do projeto e requerer sua retirada do projeto. 

Eu, ___________________________________________________, RG 

___________________, CPF ___________________________ autorizo a coleta de uma 

amostra de sangue para o desenvolvimento de estudos genéticos a ser realizado na 

Universidade Católica de Brasília e na Universidade de Mogi das Cruzes como descrito 

acima. 

Durante a leitura deste TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

me senti completamente esclarecido quanto aos objetivos do trabalho de pesquisa e assim 

autorizo a coleta de amostra de sangue por punção venosa. 

O pesquisador, abaixo assinado se compromete com a privacidade das informações 

realizadas no âmbito da pesquisa.   

 

 

 

Responsáveis pelo Projeto de Pesquisa:  

Prof. Dr. Ronaldo de Carvalho Araujo e Prof. Sandro Soares de Almeida (representante). 

 

 

_______________________________                               ___________________________ 

Assinatura do representante da pesquisa                                 Assinatura do doador 

Sandro Soares de Almeida                                         Nome: __________________________ 

RG: 29.432.375-2 

CIC: 160.111.118-58 

 

 

 



 
 

Anexo II -  

 



 
 

 



Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas
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