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MENSAGEM

E impressionante como a vida e a ciéncia s&o tdo parecidas. A primeira
vista, podemos pensar que sejam antagbnicas, pois a vida é feita de
sentimentos, emocdes, vivéncias, enquanto que a ciéncia é feita de
pensamentos, légica e razdo. Como pode coisas aparentemente opostas
serem parecidas? Pois tento explicar-lhes:

Na vida temos objetivos. Planejamos o que queremos ser, 0 que vamos
fazer e como chegaremos la. Nossos objetivos sdo determinados através do
nosso passado, da educacido que recebemos, das emogdes que
experimentamos. E assim, esperamos encontrar no futuro aquilo que
planejamos. Mas de repente tudo muda. Novos fatos surgem e os planos vao
por agua abaixo. Decepgéo. E pensamos: o que vou fazer agora? E é ai que
surgem pessoas que estavam ali o tempo todo e vocé nem imaginava o quanto
de bom elas poderiam te trazer. E estas pessoas te ajudam a reconstruir um
novo objetivo (ou talvez até o mesmo, s6 que de forma diferente) e uma nova
maneira de chegar |4. E entdo o entusiasmo renasce, e vocé experimenta
novas emocgoes.

Assim também €& a ciéncia. Tragamos um objetivo, que é construido
através de conhecimentos prévios. Pensamos e determinamos como
atingiremos este objetivo. E assim como na vida, as vezes as coisas ndo saem
como vocé planeja. Decepgao. Frente aos resultados inesperados, pensamos:
0 que vou fazer agora? E ai, quando analisamos cuidadosamente esses
resultados, surgem novos fatos que vocé néo buscava, mas que lhe ajudam a
reconstruir a sua pesquisa. Eles também estavam ali o tempo todo, s6 que
vocé ndo os via. Novamente o entusiasmo renasce e vocé experimenta novas
emocoes.

Vamos entdo racionalizar e vivenciar vida e ciéncia. Ambas sao

compostas de razdo e emocdo, cada qual com a sua dose perfeita.
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RESUMO

Diversos estudos tém demonstrado que a terapia génica € uma abordagem
eficaz para o tratamento e prevencéao de diversos modelos de hipertensao arterial
(HA). Portanto o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da terapia
génica com a 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) sobre o desenvolvimento da
hipertensdo renovascular dois rins-um clipe (2R1C) e barorreflexo (BR) em
camundongos.

Camundongos C57 machos, foram submetidos a cirurgia para colocagao
do clipe de ago inox (0,12 mm) na artéria renal esquerda ou cirurgia ficticia (sham-
SH). Neste mesmo dia, os animais receberam uma injecdo endovenosa do
adenovirus que expressa a B-galactosidade (Bgal), eNOS (10 pL, 10" pfu/mL) ou
glicerol (10 pyL) Apds 2 semanas, os animais foram anestesiados e cateteres
foram implantados na veia jugular e artéria carétida para injecdo de drogas e
registros de pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC),
respectivamente. O BR foi testado em animais acordados através de inje¢ao in
bolus de fenilefrina (PHE-48 ug/Kg) e nitroprussiato de sodio (NPS-24 ug/Kg) e
avaliado através da média dos ganhos das respostas bradicardicas e
taquicardicas reflexas frente as variagdes na pressao arterial (5-25 mmHg). Ao fim
dos experimentos, coragdo e rins foram retirados e pesados para anadlise de
hipertrofia.

O grupo 2R1C Rgal apresentou uma elevagado de PAM (125+1** mmHg,
**p<0,01) quando comparado ao grupo SH glicerol/igal (1024 mmHg). O
desenvolvimento da HA foi prevenido no grupo 2R1C eNOS (10912 mmHg),
enquanto que a PAM nao apresentou alteragbes no grupo SH eNOS (1102

mmHg). Os animais hipertensos apresentaram taquicardia de repouso (539+24*



bpm, *p<0,05) quando comparados aos animais SH glicerol/Rgal (473+13 bpm). O
aumento da FC foi prevenido pela terapia génica no grupo 2R1C eNOS (464110
bpm.), sendo que esta terapia néo foi capaz de alterar a FC no grupo SH eNOS
(482114 bpm). Os animais 2R1C Rgal e 2R1C eNOS apresentaram tendéncia a
hipertrofia cardiaca (1,24+0,05; 1,22+0,06 mg/g respectivamente) quando
comparados aos animais SH glicerol/Bgal (1,11+0,03 mg/g) e SH eNOS
(1,131£0,04 mg/g). A relagao peso do rim direito/peso corporal foi maior nos grupos
2R1C Bgal (1,82+0,08** mg/g) e 2R1C eNOS (1,85+0,05** mg/g; **p<0,01) quando
comparados aos grupos controles (SH glicerol/Bgal: 1,50+0,06 SH eNOS:
1,48+0,06 mg/g). Por outro lado, os animais que receberam o clipe na artéria renal
esquerda apresentaram uma atrofia do rim esquerdo (SH glicerol/3gal: 1,42+0,05;
2R1C Rgal: 0,61+0,07**; SH eNOS: 1,38%0,05; 2R1C eNOS: 0,76+£0,10** mg/g;
**p<0,01 vs. grupos SH). A média dos ganhos nas variagdes de PAM nao se
mostrou alterada no grupo 2R1C Rgal quando comparado ao grupo SH
glicerol/Rgal, tanto para as inje¢des de PHE (SH glicerol/Rgal: -13+1,1; 2R1C R3gal:
-14+1,2 bpm/mmHg), quanto para as inje¢cdes de NPS (SH glicerol/Rgal: 14+1,1;
2R1C RBgal: 131£1,0 bpm/mmHg). Entretanto, nos grupos 2R1C eNOS e SH eNOS
0s animais apresentaram redugdo da bradicardia reflexa (-9,51,3%; -11+0,9*
bpm/mmHg respectivamente, *p<0,05 vs. SH glicerol/Rgal e 2R1C Rgal) e
aumento da taquicardia reflexa (SH eNOS: 1610,9*; 2R1C eNOS: 17+1,2*
bpm/mmHg, *p<0,05 vs. SH glicerol/Rgal e 2R1C Rgal).

Assim, podemos concluir que a superexpressdao da eNOS foi capaz de
prevenir o desenvolvimento da HA, entretanto, causou alteracbes no sistema do

BR nos animais submetidos a esta terapia.



ABSTRACT

Several studies have demonstrated that gene therapy is an effective
approach to prevention and treatment of arterial hypertension (AH). Therefore, the
goal of this study was to evaluate the effects of endothelial nitric oxide synthase
(eNOS) gene therapy in the development of two kidney-one clip (2K1C)
renovascular hypertension and baroreflex (BR) in mice.

C57 male mice received a stainless steel clip (0,12 mm) in the left renal
artery or were submitted to a ficticious surgery (sham-SH). In this same day, the
animals received an intravenous injection of adenovirus expressing B-
galactosidade (Rgal), eNOS (10 pL, 10" pfu/mL) or glicerol (10 pL). After 2 weeks,
the animals were anesthetized and catheters were implanted in jugular vein and
carotidy artery to drug injection and mean arterial pressure (MAP) and heart rate
(HR) measurements. The baroreflex was tested in conscious animals through in
bolus injection of phenylephrine (PHE-48 ug/Kg) and sodium nitroprusside (SNP-
24 ug/Kg) and evaluated through the mean gain to bradycardic and tachycardic
reflex responses in arterial pressure variations (5-25 mmHg). At the end of the
experiments, the heart and kidneys were removed and weighed to hypertrophy
analysis.

2K1C Rgal group presented an elevation in MAP (125+1** mmHg, **p<0,01)
when compared to SH glicerol/Rgal group (102+4 mmHg). The development of AH
was prevented in 2K1C eNOS group (109+2 mmHg), and MAP did not presented
alterations in SH eNOS group (110x2 mmHg). The hypertensive animals
presented resting tachycardia (539+24* bpm, *p<0,05) when compared to SH
glicerol/RRgal animals (473+13 bpm). The increase in HR was prevented by gene

transfer in 2K1C eNOS group (464+10 bpm.). eNOS gene therapy did not cause



alterations of resting HR in SH eNOS group (482+14 bpm). The 2K1C Rgal and
2K1C eNOS animals presented a tendency to cardiac hypertrophy (1,24+0,05%;
1,22+0,06* mg/g respectively, *p<0,05) when compared to SH glicerol/Rgal
animals (1,11+0,03 mg/g) and SH eNOS (1,131£0,04 mg/g). The right kidney
weight/body weight ratio was higher in 2K1C pgal (1,82+0,08"* mg/g) and 2K1C
eNOS (1,85+0,05** mg/g, **p<0,01) when compared to control groups (SH
glicerol/Rgal: 1,50+0,06; SH eNOS: 1,48+0,06 mg/g). On the other hand, the
animals that received the clip in the left renal artery presented smaller values of left
kidney weight/body weight ratio (SH glicerol/Rgal: 1,42+0,05; 2R1C Rgal:
0,61+0,07**; SH eNOS: 1,38+0,05; 2R1C eNOS: 0,76+0,10** mg/g; **p<0,01 vs
SH groups). The mean gain was not altered in 2K1C Rgal group when compared to
SH glicerol/3gal group, to PHE injections (SH glicerol/Rgal: -13£1,1; 2K1C Rgal: -
1411,2 bpm/mmHg), and to SNP injections (SH glicerol/3gal: 14+1,1; 2K1C Rgal:
13+1,0 bpm/mmHg). However, in 2K1C eNOS and SH eNOS groups, the animals
presented decreased reflex bradycardia (-9,5+1,3%; -11+0,9* bpm/mmHg
respectively, *p<0,05 vs. SH glicerol/Rgal and 2K1C Rgal) and increased reflex
tachycardia (SH eNOS: 16+0,9*; 2R1C eNOS: 17+1,2* bpm/mmHg, *p<0,05 vs.
SH glicerol/Rgal and 2K1C Rgal).

Therefore, we can conclude that eNOS overexpression was able to prevent
the development of renovascular hypertension, however, caused alterations in the

BR system in mice.



INTRODUGAO




1.1) Mecanismos de Regulagao da Presséao Arterial

1.1.1) Regulacao Neural: Barorreflexo Arterial

Os barorreceptores sao mecanorreceptores localizados no arco aoértico e
seio carotideo, que sao locais estratégicos, pois se encontram na saida do
coracao e entrada do cérebro. A cada batimento cardiaco os barorreceptores
sdo estirados e potenciais de agdo sao gerados. Este estiramento ativa os
canais de Na® mecano-sensiveis localizados na membrana neuronal. Com a
entrada de sodio, ocorre mudanga da voltagem da membrana celular e canais
de sddio voltagem dependentes sdo abertos, e assim, os potenciais de agao
sao disparados. Estes potenciais de acdo s&o enviados para o nucleo do trato
solitario (NTS) via nervo vago e glossofaringeo onde ocorre a primeira sinapse
(Chalmers e Pilowsky, 1991).

O NTS envia projeg¢des para o nucleo ambiguo (NA) e dorsal motor do
vago (DMX) e estes quando sdo ativados geram um aumento da atividade
parassimpatica para o coragdao. Simultaneamente, neurénios provenientes do
NTS se dirigem para o bulbo ventrolateral caudal (CVLM) o qual envia
neurdnios inibitoérios para o bulbo ventrolateral rostral (RVLM). Este por sua
vez, se comunica com o0s neurbnios simpaticos da coluna intermédio lateral
(IML) (Reis, 1999). Assim, toda vez que houver inibigdo do CVLM, o RVLM

aumenta a atividade simpatica para a coracao e vasos.
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Figura 1: Sistema do barorreflexo arterial em condicbes de pressao arterial
normal. NTS: nucleo do trato solitario; DMX: nucleo dorsal motor do vago; NA:
nucleo ambiguo; CVLM: bulbo ventrolateral caudal; RVLM: bulbo ventrolateral

rostral; IML: coluna intermédio lateral.

Frente a um aumento da pressao arterial, mais potenciais de agcéo séo
enviados para o NTS. Assim, maior € a estimulacdo sobre o NA e DMX,
resultando em aumento da atividade parassimpatica para a periferia. Também
€ maior a estimulagao sobre CVLM, fato este que aumenta sua inibicdo sobre

RVLM, gerando entdo diminuigdo da atividade simpatica para a periferia.
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Figura 2: Sistema do barorreflexo arterial em resposta a aumentos na pressao
arterial. NTS: nucleo do trato solitario; DMX: nucleo dorsal motor do vago; NA:
nucleo ambiguo; CVLM: bulbo ventrolateral caudal; RVLM: bulbo ventrolateral
rostral; IML: coluna intermédio lateral; DC: débito cardiaco; RVP: resisténcia

vascular periférica.

Por outro lado, frente a uma diminuicdo da pressao arterial, um menor nimero
de potenciais de agdo sao enviados para o NTS, diminuindo a estimulacéo
sobre o0 NA e DMX, resultando em diminuicdo da atividade parassimpatica para
a periferia. Também € menor a estimulagao sobre CVLM, e assim, RVLM fica
livre para atuar. Ocorre entdo um aumento da atividade simpatica para a

periferia. Assim sendo, o barorreflexo constitui um sistema de extrema



importdncia para homeostasia corporal, pois é o responsavel pelo ajuste

momento a momento da pressao arterial, mantendo-a em niveis estaveis.

Diminuicido Brusca
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& IML

&
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Figura 3: Sistema do barorreflexo arterial em resposta a diminuigbes na
pressao arterial. NTS: nucleo do trato solitario; DMX: nucleo dorsal motor do
vago; NA: nucleo ambiguo; CVLM: bulbo ventrolateral caudal; RVLM: bulbo
ventrolateral rostral; IML: coluna intermédio lateral, DC: débito cardiaco; RVP:

resisténcia vascular periférica.



1.1.2) Regulagdo Local: Oxido Nitrico

O endotélio vascular compreende um 6rgao de regulagdo local da
pressdo arterial, produzindo tanto fatores vasoconstritores (angiotensina I,
endotelina, tromboxano A;) quanto fatores vasodilatadores (fator
hiperpolarizante derivado do endotélio, prostaciclinas e éxido nitrico).

O oxido nitrico (NO) é uma molécula que possui diversas fungdes em
nosso organismo. Agindo autocrina ou paracrinamente, o NO esta envolvido no
relaxamento do musculo liso vascular, sinalizagdo neuronal e respostas
imunoldgicas. A deficiéncia de sua produgao esta envolvida na formagao e
manutencdo de diversos estados patolégicos como aterosclerose, diabetes
mellitus e hipertensdo. (Sreeharan et al., 1986; Durante et al., 1988; Lockette et
al., 1986)

O NO é sintetizado a partir do aminoacido L-arginina através da acgéo da
enzima NO sintase (NOS), a qual se apresenta em 3 isoformas: NOS neuronal
(ou tipo 1), NOS induzivel (tipo Il) ou NOS endotelial (tipo Ill). Nesta reagao
estdo envolvidos uma série de cofatores como calmodulina,
tetrahidrobiopterina, FAD e NADPH.

O papel do 6xido nitrico na manutencédo da pressao arterial em niveis
normais se torna evidente no modelo de hipertensdo experimental L-NAME.
Neste modelo temos a inibicdo cronica das trés isoformas das NO sintases, e,
portanto, ndo ha produgéo de NO. O resultado € um aumento significativo da

pressao arterial (Gardiner et al., 1990).



1.1.3) Regulagdao Humoral: Sistema Renina Angiotensina

Os sistemas de regulacdo humoral da circulagdo sdo de extrema
importancia para manutencdo da pressao arterial. Dentre eles destacam-se o
hormdnio antidiurético (ADH), adrenalina, bradicinina, serotonina, histamina e o
sistema renina-angiotensina.

O sistema renina angiotensina € composto por uma cascata de reagoes
enzimaticas que culminam com a formagdo da angiotensina Il, peptideo de
maior importancia deste sistema. A cascata se inicia com a clivagem do
angiotensinogénio através da agcdo da renina, transformando-o em
angiotensina |. A renina €& produzida pelas células justaglomerulares e
armazenada em granulos de secregdo. Sua liberagdo ocorre em resposta a 3
estimulos principais associados ou independentes: diminuigdo da pressao de
perfusao renal; diminuicdo do aporte de sédio para as células da macula densa
e estimulagao dos receptores 31 das eferéncias nervosas simpaticas renais.

Uma vez liberada, a renina entra na corrente sanguinea e atua sobre o
angiotensinogénio, levando a formacao do decapeptideo angiotensina I. Esta,
por sua vez, é transformada no octapeptideo angiotensina Il através da agao
da enzima conversora de angiotensina (ECA) produzida principalmente pelo
endotélio pulmonar. A angiotensina |l constitui um peptideo de grande
importancia na regulagdo humoral da circulagdo, pois exerce diversos efeitos
hemodinémicos diretos e indiretos (Peach, 1977)

Além desta via classica de formagao de angiotensina Il (sistema renina
angiotensina sistémico) recentes estudos demonstraram a existéncia de todos

os componentes do sistema em diversos 6rgaos, como coragao, endotélio e



cérebro. Estes sistemas foram entdo denominados sistemas renina
angiotensina teciduais, e estes parecem participar de forma significativa de
diversas fisiopatologias cardiovasculares, como insuficiéncia cardiaca (Schulz e
Heusch, 2005), aterosclerose (Mazzolai et al., 2004) e hipertensao arterial

(Shariff et al., 2005).

1.2) Efeitos da Angiotensina Il e Oxido Nitrico sobre o Barorreflexo
Arterial

Tanto a angiotensina Il quanto o oxido nitrico podem exercer agao
modulatéria sobre o barorreflexo.

Diversos estudos ja demonstraram os efeitos deletérios da angiotensina
Il sobre o barorreflexo, sendo que este peptideo parece modular o barorreflexo
de maneira indireta, via aumento da presséo arterial e direta, via angiotensina |l
sobre o barorreflexo.

Niveis elevados de angiotensina Il levam a hipertensao arterial. Esta por
sua vez, desensibiliza o barorreflexo, pois os barorreceptores se adaptam ao
novo nivel pressoérico. Assim, na hipertensao renovascular 2R1C o barorreflexo
esta prejudicado e esta diminuigcdo do barorreflexo parece ser secundaria ao
aumento de pressao arterial (Moysés et al., 1994).

Porém, a angiotensina |l pode alcangar estruturas cerebrais desprovidas
da barreira hematoencefalica (6rgéos circunventriculares) e exercer agdes
diretas sobre as mesmas. Além disso, ela pode se ligar a receptores AT em
areas importantes no controle barorreflexo da pressdo arterial, como NTS,

CVLM e RVLM para exercer suas agoes (Head et al., 2002).



A injecdo central de angiotensina Il sobre o NTS parece causar
desensibilizagdo do barorreflexo (Castro e Phillips, 1986), na qual pode estar
envolvida um aumento na liberagdo de GABA e O&xido nitrico (Paton e
Kasparov, 2000).

Poucos estudos se destinaram a investigar sobre o efeito da
angiotensina Il sobre CVLM. Um dos mais importantes foi desenvolvido por
Saigusa e colaboradores (1996) no qual foi demonstrado que a infusdo de
angiotensina Il em CVLM de coelhos anestesiados diminui a atividade
simpatica e inibe a atividade do nervo simpatico renal, enquanto que o bloqueio
dos receptores AT+ aumenta o componente simpatico do barorreflexo.

Em relagao aos efeitos da angiotensina Il sobre RVLM, esta claro que
esta parece exercer um efeito simpatoexcitatério sobre o mesmo. A
microinjecdo de angiotensina Il em RVLM causa facilitagdo do componente
simpatico do barorreflexo (aumento da atividade simpatica renal) e esta
facilitacdo € reproduzida apos injecao de glutamato, indicando que a mesma
possa ser devido a um aumento deste neurotransmissor (Saigusa et al., 2002).

Em relagdo aos efeitos do 6xido nitrico sobre o barorreflexo, estudos
imunohistoquimicos revelaram que altas concentragdes de NO sintases estao
presentes em regides especificas envolvidas no controle da pressao arterial e
barorreflexo, indicando que o mesmo parece exercer um papel modulador
sobre os mesmos (Vicent e Kimura, 1992).

Os efeitos do NO sobre barorreflexo parecem ser primordialmente

inibitérios, tanto na periferia quanto no sistema nervoso central.



Em estruturas periféricas envolvidas no controle barorreflexo da pressao
arterial, Meyrelles e colaboradores (2003) demonstraram que a superexpressao
da eNOS na adventicia do seio carotideo causa diminuicdo da atividade
aferente barorreceptora, sendo que esta inibicado ¢é revertida apéds
administracao de L-NAME.

Paton et al. (2001) mostraram que inje¢cdes de L-arginina ou doadores
de NO no NTS reduziram o componente vagal do barorreflexo no modelo
coragao-tronco cerebral isolado. Dois anos depois, Waki e colaboradores
(2003) propuseram uma teoria para explicar esta atenuagéo: o 6xido nitrico
estimula a liberagdo de GABA nos interneurénios GABAérgicos do NTS,
prejudicando assim este sistema de controle da pressé&o arterial.

Assim como o NO inibe o componente vagal do reflexo, no SNC ele
também parece possuir agdes simpatoinibitorias. A injecdo de L-NMMA no NTS
causa aumento da pressao arterial e da atividade do nervo simpatico renal em
animais com o0s barorreceptores intactos e desnervados, enquanto que a
injecao de L-arginina leva a uma diminuigdo da pressao arterial e da atividade

simpatica (Harada et al., 1993; Tseng et al., 1996).

1.3) Hipertenséao Arterial

Apesar da eficiéncia dos trés sistemas acima em regularem a pressao
arterial, em diversas patologias, como por exemplo, a hipertens&o arterial pode
estar modificando o funcionamento dos mesmos.

Experimentalmente podemos produzir a hipertensao arterial com altos
niveis de angiotensina Il, que € o modelo de hipertensdao renovascular dois

rins-um clipe de Goldblatt (Goldblatt et al., 1934). Neste modelo inserimos um



clipe de abertura pré-estabelecida na artéria renal do animal, com o objetivo de
causar a diminuicdo de fluxo para um dos rins. Esta diminuicdo do fluxo leva a
liberacdo de renina e consequientemente, formagdao de angiotensina Il. Esta,
por sua vez, eleva a resisténcia vascular periférica, aumentando assim os
niveis pressoricos.

Devido ao aumento dos niveis pressoéricos, o fluxo para o rim clipado é
normalizado, e 0 mesmo passa a produzir e liberar niveis normais de
angiotensina Il, normalizando assim seus niveis plasmaticos. Vale a pena
ressaltar que este rim sofre atrofia devido a diminui¢gao de fluxo para o mesmo.

O rim nao clipado, por sua vez, possui niveis baixos de renina e
desenvolve hipertrofia compensatéria, ambos efeitos mediados pelo aumento
de fluxo para este rim. Mas se, na fase crbnica, o rim nao clipado possui baixos
niveis de renina e os niveis de angiotensina Il plasmaticos estdo normais, como
esta hipertensdo se mantém?

A manutencao da hipertenséo renovascular 2R1C reside na inabilidade
do rim nao clipado de excretar o excesso de sédio. Assim, aumenta-se a
volemia e se mantém a hipertensdo. Por muito tempo nao se soube porque o
rim contralateral era incapaz de excretar o excesso de sodio. Hoje em dia ja se
sabe que esta disfungéo é causada pelo acumulo de angiotensina Il intra-renal.
A angiotensina Il se liga ao receptor AT e é internalizada e acumulada dentro
do rim na fase em que se encontra elevada, permitindo assim que a

hipertensdo se mantenha cronicamente (Navar et al., 1998).
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Figura 4: Niveis dos componentes do sistema renina angiotensina e efeitos
dependentes de angiotensina Il ativados pela estenose unilateral renal. Ang Il:
angiotensina Il; ECA: enzima conversora de angiotensina; Reabs.: reabsorgéo;

Exc.: excregdo. Modificado de Navar et al, 1998.

1.4) Interagdes entre o Sistema Renina Angiotensina e o Oxido Nitrico
Diversos estudos tém demonstrado interagdes entre o sistema renina
angiotensina e o oxido nitrico. Estas interagées acontecem tanto entre renina e
NO e angiotensina Il e NO.
O papel do 6xido nitrico sobre a secrecdo de renina pode ser tanto
estimulatério quanto inibitério. O efeito estimulatério do NO sobre a liberacao
de renina esta relacionado com um aumento dos niveis de AMPc induzidos

pela inibicdo da fosfodiesterase 3, a qual transforma o AMPc em AMP (Chiu et



al., 1996). Este AMP estimula a proteina quinase A, a qual promove liberacao
de renina. A estimulacdo da secrecao de renina pelo NO via inibicado da
degradacdo do AMPc necessita de uma formacdo prévia deste AMPc via
adenilato ciclase. Esta estimulacdo tbnica da adenilato ciclase nas células
justaglomerulares pode ser dada por fatores locais como catecolaminas,
prostaglandinas, adrenomedulina, entre outros (Jensen et al., 1997; Kurtz,
1989). O efeito inibitério do NO sobre a secregéo de renina ocorre via guanilato
ciclase, que aumenta os niveis de GMPc, levando a ativagado de uma enzima G
quinase, a qual inibe a liberacdo de renina (Gambaryan et al., 1996). Assim
sendo, um balango entre as proteinas A e G quinase determina o efeito do
oxido nitrico sobre a secregao de renina.

As interagbes entre NO e angiotensina |l sdo de extrema importancia
para o sistema cardiovascular e o balango entre estas duas substancias pode
gerar um papel protetor ou prejudicial para o6rgaos alvo. Estudos tém
demonstrado que o papel do NO sobre a angiotensina Il parece ser
primordialmente inibitério. O NO pode causar downregulation da sintese de
ECA no endotélio (Takemoto et al., 1997) e dos receptores AT4 no musculo liso
vascular (Ichiki et al., 1998), levando entdo uma diminui¢do na produgao e
efeitos da angiotensina Il. Por outro lado, um excesso na producdo de
angiotensina Il leva a producdo de anions superdxidos via NADPH oxidase.
Estes anions superédxidos inativam o oOxido nitrico, diminuindo entdo a sua
biodisponibilidade. Esta situagdo de desbalango entre NO, Ang Il e O, esta
envolvida na manutencéo de diversos estados patologicos, como por exemplo

na aterosclerose. (Saini et al 2005)



1.5) Terapia Génica

Nos ultimos anos, o0 avango das técnicas de biologia molecular tem
permitido uma analise ao nivel celular da fisiologia e varias patologias em
diversos organismos. Dentre estas técnicas, a terapia génica tem se tornado
particularmente importante para o entendimento de diversas patologias,
incluindo as do sistema cardiovascular.

A terapia génica consiste na inser¢cdo de um ou mais genes com o
objetivo de prevenir ou tratar o desenvolvimento de um processo patolégico e
pode ser realizada tanto em células somaticas quanto em células germinativas.
Nas células somaticas, a manipulacdo celular ndo é passada para os
descendentes, enquanto que na terapia génica de células germinativas isto

acontece.

1.6) Vetores

Para que o gene desejado alcance o meio intracelular se torna
necessaria a utilizacao de vetores. O sucesso da terapia génica depende, em
grande parte, da efetividade do vetor em transferir para a célula do hospedeiro
o gene desejado. O vetor ideal deve ser seguro e gerar um efeito terapéutico
maximo com o minimo de efeitos colaterais (Verma et al., 1997). De maneira
geral, existem duas categorias de vetores: os vetores ndo virais e os vetores
virais (Kay et al., 2001; Nishikawa et al., 2001).

Os vetores ndo virais compreendem particulas de DNA puro (naked
DNA) ou DNA ligado a conjugados (lipossomos, conjugados moleculares).

Estes tipos de vetores sdo mais seguros, pois ndo desencadeiam um resposta



imunoldgica. Entretanto, estes tipos de vetores possuem uma baixa capacidade
de transducdo celular. A tabela 1 mostra os tipos de vetores nado virais

existentes, com suas vantagens e desvantagens:

Plasmideo de DNA

Vantagens

- N&o é imunogénico - Nao é imunogénico
- Abriga grandes quantidades de
DNA
Desvantagens - Baixa taxa de transfecgao - Baixa taxa de transfecgéo
- Tempo de expressao curto - Tempo de expressao curto

Tabela 1 — Vantagens e desvantagens dos vetores nao virais.

Os vetores virais, por sua vez, possuem alta capacidade de transdugao
celular, mas desencadeiam uma resposta imunoldgica. Estes vetores séao
recombinantes, ou seja, é retirado a sua regidao de replicagao e substituida pelo
gene de interesse (Volpers e Kochaneck, 2004). Dentre os vetores virais mais

utilizados estdo os retrovirus, lentivirus, herpes virus, adenoassociados e



adenovirus. As tabelas 2 e 3 mostram os vetores virais (de DNA e RNA,

respectivamente) mais utilizados bem com suas vantagens e desvantagens.

VETORES DE DNA

Adenovirus Adenoassociado Herpes Virus
Vantagens - Alta taxa de - Nao contém - Alta taxa de
transfecgao genes virais transfecgéo
- N&o se integra ao - Ndo é patogénica - Especificidade celular
genoma do hospedeiro - Longo tempo de (neurdnios)
- Infectam células que expressao - Abriga 50 Kb de DNA
se dividem ou néo - Infecta varios

- Abriga 32 Kb de DNA tipos celulares

- Facil produgao

Desvantagens - Alta resposta - Abriga apenas 4,8 - Alta resposta
imunoldgica Kb imunoldgica
- Tempo de expressao - Dificil produgao - Alta toxicidade
curto

Tabela 2 — Vetores virais de DNA: vantagens e desvantagens



VETORES DE RNA

Retrovirus Lentivirus
Vantagens - Alta capacidade de - Infecta células que se dividem
transfecgao ou nao
- Se integra ao genoma do - Se integra ao genoma do
hospedeiro hospedeiro
- Longo tempo de expresséo - Longo tempo de expresséo
- Resposta imune baixa
Desvantagens - Abriga apenas 8Kb - Abriga apenas 8Kb
- Infecta apenas células que se - Integracéo aleatéria no
dividem genoma pode causar mutagdes
- Integracéo aleatéria no insercionais
genoma pode causar mutagbes - Alta toxicidade
insercionais

Tabela 3 — Vetores virais de RNA: vantagens e desvantagens



1.7) Terapia Génica e Sistema Cardiovascular

A terapia génica é uma das mais promissoras estratégias para prevencao e
melhora do quadro clinico de diversas patologias do sistema cardiovascular.
Vérias doengas sao potenciais candidatas para utilizagdo da terapia génica,
como a hipercolesterolemia familiar, estagios iniciais da aterosclerose,
insuficiéncia cardiaca congestiva, reestenose apds angioplastia, infarto do
miocardio (Parissis e Nikolao, 2003).

Dentre as patologias do sistema cardiovascular, a utilizacdo da terapia
génica na hipertensdo tém aumentado. Varios estudos tém testado a
superexpressao de genes vasodilatadores como o 6xido nitrico (Lin et al.,
1997) e a inibicdo de genes vasoconstritores como o angiotensinogénio
(Kimura et al., 2001). Entretanto, nenhum estudo utilizou a terapia génica para
a superexpressdo da Oxido nitrico sintase endotelial em um modelo de

hipertensao arterial com altos niveis de angiotensina Il.






2.1) Objetivo Geral

e Estudar os efeitos da terapia génica com o adenovirus carreando a enzima
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) sobre a hipertensdo arterial em

camundongos.

2.2) Objetivos Especificos

o Verificar se a terapia génica com o AdeNOS é capaz de prevenir o
desenvolvimento da hipertensdo renovascular 2-rins 1-clipe;

¢ Verificar os efeitos da hipertensao arterial renovascular sobre coragao e rins
dos camundongos tratados ou n&o com a terapia génica;

e Estudar os efeitos da terapia génica com eNOS sobre o barorreflexo arterial
dos camundongos hipertensos e seus respectivos controles;

¢ Verificar por meio de analise imunohistoquimica a expressao da eNOS no
arco aodrtico, coragao, figado e rins dos camundongos submetidos a terapia

génica.



MATERIAL E METODOS




3.1) Animais Experimentais

Foram utilizados camundongos C57 BL/6, machos, pesando entre 21 e
28 gramas. Os animais foram criados e fornecidos pelo Biotério do Laboratério
de Transgenes e Controle Cardiovascular do Programa de P6s Graduagdo em
Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal do Espirito Santo. Estes animais
eram mantidos em sala com controle de temperatura e ciclo claro/escuro de 12
horas, e recebiam agua e ragdo ad libitum. A criagdo e 0 manuseio
experimental dos animais foram realizados de acordo com as normas
estabelecidas pela Comissao Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBIO) e
American Physiological Society (APS), respectivamente. A foto abaixo mostra

um camundongo C57 utilizado em nosso estudo.

Figura 5 — Foto de um camundongo C57



3.2) Construgao e Obtengdo do Adenovirus

Os vetores adenovirais foram construidos no Nucleo de Vetores da
Universidade de lowa. Através da delecdo das sequéncias E1A, E1B e E3 do
DNA viral, o adenovirus serotipo 5 humano foi transformado em replicante
deficiente. Os cDNAs para o gene da R-galactosidase ou éxido nitrico sintase
endotelial foram clonados em vetores transportadores que continham as
sequéncias do adenovirus serotipo 5 humano. De forma a assegurar expressao
génica no nucleo da célula transfectada, um sinal de localizagdo nuclear foi
adicionado na construgdo do adenovirus. Células embrionarias humanas (HEK
293) foram transfectadas com o plasmideo transgénico. A expressao génica foi
promovida pela regiao promotora do citomegalovirus (CMV). Adenovirus
replicante deficientes foram produzidos por recombinagdo homoéloga dentro das
células HEK 293. Cada adenovirus foi preparado através de uma dupla
purificacao através de cesium, suspensos em uma solugdo de glicerol/BSA

(10" unidades formadoras de placa) e congelados a -20 ° C.

3.3) Procedimentos Ciruirgicos
3.3.1) Cirurgia para o desenvolvimento da hipertensao renovascular 2 rins-1
clipe de Goldblatt
Os animais foram anestesiados com uma mistura de ketamina com xilazina
(91 mg/Kg: 9,1 mg/Kg) i.p. e posicionados em decubito lateral esquerdo.
Através de uma incisdo no flanco esquerdo via retroperitoneal, a cavidade
peritoneal era exposta e o rim esquerdo era gentiimente afastado para

visualizacdo da artéria renal esquerda. Esta era entdo dissecada e



separada do tecido conjuntivo circundante. Apds este procedimento, a
artéria recebia um clipe de ago inox de dimensdes 3x2x1 mm (Exidel SA,
Suiga) com abertura de 0,12 mm em regido proxima a aorta abdominal. Ao
fim da cirurgia, eram feitas as suturas peritoniais e abdominais. A foto

abaixo ilustra o clipe utilizado em nosso estudo.

Figura 6 — Foto do clipe de aco inox utilizado em nosso estudo.

3.3.2) Cateterizagao

Ao fim de 2 semanas, os animais eram anestesiados com uma mistura
de ketamina (91 mg/Kg) e xilazina (9,1 mg/Kg), i.p. Com o auxilio de uma
lupa cirurgica (Opto Eletrénica S/A, modelo 2002, Brasil) os animais tiveram
sua artéria carotida e veia jugular separadas dos tecido conectivo e
cateterizadas para medidas hemodindmicas e administragcdo drogas
respectivamente. Foram utilizados cateteres de microrenathane.04 O.D. X

.025 1.D. esticados por aquecimento para redugdo do lumen (Braintree



Scientific, USA). Ambos os cateteres eram preenchidos com solugédo NaCl

0,9% heparinizada e ocluidos com pinos de metal.

A foto abaixo nos mostra um animal logo apds a cirurgia de canulagéo.

Figura 7 — Foto de um camundongo C57 logo apés a cirurgia de canulagao.

3.4) Protocolo Experimental

3.4.1) Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais:

e 2R1C eNOS - estes animais recebiam no mesmo dia o clipe de aco
para o desenvolvimento da hipertensdo renovascular e o adenovirus que
expressa a oxido nitrico sintase endotelial (Ad eNOS) sistemicamente através
da veia caudal.

e 2R1C Bgal — estes animais recebiam no mesmo dia o clipe de ago para
o desenvolvimento da hipertensao renovascular e o adenovirus que expressa a

B-galactosidase (Ad Bgal) sistemicamente através da veia caudal.



e Sham glicerol/Rgal — estes animais foram submetidos a uma cirurgia
ficticia de desenvolvimento da hipertensédo renovascular (sem a colocacao do
clipe) e receberam uma injegcao sistémica do veiculo no qual o adenovirus esta
dissolvido (glicerol) ou adenovirus que expressa a R-galactosidase através da
veia caudal.

e Sham eNOS - estes animais foram submetidos a uma cirurgia ficticia de
desenvolvimento da hipertensdo renovascular (sem a colocacdo do clipe) e
receberam uma injegédo sistémica do adenovirus que expressa a Oxido nitrico

sintase endotelial (Ad eNOS) através da veia caudal.

3.4.2) Administragao sistémica do adenovirus ou veiculo

Apoés a cirurgia de colocagdo do clipe, ainda em decubito lateral, os
animais recebiam através uma injecao sistémica na veia caudal o adenovirus
(1 x 10" placas formadoras de unidades em 35 pL) que expressa a eNOS, Bgal
ou apenas veiculo (glicerol), através da utilizacdo de uma seringa Hamilton de
100 L.

A figura abaixo ilustra o procedimento da injegdo do adenovirus através

da veia caudal.



Figura 8 — Fotos ilustrativas do procedimento da injecdo sistémica do

adenovirus através da veia caudal.

3.4.3) Teste do Barorreflexo Arterial em Camundongos Acordados

Duas semanas depois apds a colocacao do clipe e inje¢gao do adenovirus,
os animais foram anestesiados e tiveram a sua artéria carétida e veia jugular
cateterizadas. Vinte e quatro horas apos a cirurgia de canulagdo, os animais
foram colocados em uma gaiola onde podiam se movimentar livremente.

O cateter arterial foi conectado a um transdutor de pressao conectado a um
sistema de aquisigcdo de dados (BIOPAC Systems, USA) para a medida da
pressao arterial e a veia jugular foi conectada a um cateter extensor para a
administragédo de drogas.

A figura abaixo nos mostra o sistema de registros hemodinamicos nos

animais 24 horas ap0s a cirurgia de cateterizacdo.



Figura 9 — Foto do registro de presséo arterial média (PAM) e freqiéncia

cardiaca (FC) nos animais acordados, 24 horas ap6és a cirurgia de canulagao.

Para o teste do barorreflexo arterial, os animais recebiam uma unica dose in
bolus de fenilefrina (48 ug/Kg, Sigma Chemical Company, USA) e apés 40
minutos, uma unica dose in bolus de nitroprussiato de sédio (24 ug/Kg, Sigma
Chemical Company, USA). A ordem das injegdes era invertida a cada animal: o
primeiro animal recebia fenilefrina e depois nitroprussiato de sédio. No préximo
animal, o experimento se iniciava com a dose de nitroprussiato de sodio,
posteriormente era feita a inje¢cdo de fenilefrina. Em cada injegdo, o volume
administrado era de 70 pL, de forma que o animal nado sofresse uma

sobrecarga de volume.



Para a analise do barorreflexo arterial foram consideradas as variacoes de
pressao arterial média (1-25 mmHg) correlacionadas aos valores de variagao
de frequéncia cardiaca. Além disto, nestes pontos foi calculado o ganho
(sensibilidade do barorreflexo), e posteriormente, foi feita uma média dos

ganhos.

3.4.4) Medida de hipertrofia

Ao fim dos experimentos os animais tinham seus coragbes e rins
removidos e colocados na estufa para secar. Apds 24 horas os 6rgaos eram
pesados e o indice de hipertrofia era calculado através da relagdo peso do

orgao/peso corporal (mg/g).

3.4.5) Imunohistoquimica

Para confirmagado da eficiéncia da transdugao celular pelo adenovirus
AdeNOS foi feito um estudo piloto em um animal controle transfectado com o
AdeNOS e um animal controle transfectado com o AdRgal.

Os animais foram sacrificados com uma superdosagem de tiopental
sédico e perfundidos com PBS (30 ml) e paraformaldeido 4% (30 ml). O
ventriculo, rim direito, rim esquerdo, figado e arco adrtico foram removidos e
montados em gelatina a 25% (Dr. Oetker, Brasil) e imediatamente congelados
a -16°C. Apos 24 horas as amostras foram seccionados a 16 ym (ventriculos e
figado), 20 ym (rins) e 8 ym (arco aodrtico) de espessura em micrétomo
criostato a -20°C (ANCAP, Campinas, SP) e analisados através de técnicas de

imunohistoquimica para a presenca da enzima eNOS. Os cortes histologicos



dos ¢6rgaos foram tratados com H,O, a 0.3% em PBS, para bloquear a
atividade da peroxidase enddgena, e em seguida os cortes foram incubados
com albumina sérica bovina 4% (BSA; Sigma-Aldrich) durante 30 min. Os
cortes foram entdo incubados durante 1 h a temperatura ambiente com o
anticorpo policlonal primario de coelho contra eNOS (Santa Cruz Biotechnology
Inc., USA) em uma diluicdo de 1:50. Apds lavar os cortes histolégicos com
PBS, os mesmos Apods a lavagem em PBS 1X os cortes foram tratados por 15
minutos com um anticorpo secundario biotinilado anti-camundongo, anti-coelho
e anti-cabra, para evitar ligagdes inespecificas. Apods esta etapa, os cortes
foram lavados com PBS 1X e tratados com estreptavidina, um conjugado de
peroxidase por 15 minutos. Apos a estreptavidina peroxidase, as amostras
foram lavadas em PBS 1X e incubadas com uma solugao cromogénica por 5
minutos. Todos as solugdes utilizadas no protocolo de imunohistoquimica
faziam parte do kit, exceto o anticorpo. Por ultimo todos os cortes histolégicos
serao coloridos com o hematoxilina-eosina (Sigma-Aldrich) e examinados ao

microscopio.

3.5) Andlise Estatistica

Todos os dados estdo expressos como média + EPM. Para a analise
estatistica foram utilizados teste t de Student e ANOVA 2 vias para medidas
repetidas seguida do teste de Tuckey. Os valores foram considerados

significantes quando p< 0,05.



RESULTADOS



4.1) Valores Basais de Pressao Arterial Média e Frequéncia Cardiaca

Nosso primeiro resultado diz respeito aos valores pressao arterial média
nos diferentes grupos estudados. Como esperado, os animais 2R1C Rgal
apresentaram maiores valores de PAM (1251 mmHg **p<0,01) quando
comparados ao grupo controle Sham glicerol/fgal (102+4 mmHg),
comprovando assim, que a cirurgia de indugao da hipertensao renovascular foi
eficaz. A hipertensédo arterial que foi observada no grupo 2R1C Rgal foi
prevenida nos animais 2R1C eNOS (1092 mmHg) devido a superexpressao
da 6xido nitrico sintase endotelial. E interessante notar que a administracdo do
adenovirus eNOS néo causa nenhuma queda de presséao arterial nos animais
sham eNOS (110+2 mmHg) quando comparados aos animais sham
glicerol/Rgal. Os valores de pressédo arterial média nos diferentes grupos

estudados estd demonstrado na figura 10.
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Figura 10 — Valores basais de pressao arterial média (PAM) nos grupos Sham
glicerol/Rgal, 2R1C Rgal, Sham eNOS e 2R1C eNOS **p<0,01 vs todos os
grupos

Em relagéo aos valores de freqliéncia cardiaca, podemos observar que
0s animais hipertensos apresentaram um aumento da FC basal (539+24 bpm
*p<0,05) quando comparados ao grupo controle Sham glicerol/Rgal (473+13
bpm). Assim como aconteceu com a hipertensdo, a taquicardia observada nos
animais hipertensos também foi prevenida pela superexpressdo da eNOS no
grupo 2R1C eNOS (464+10 bpm). Além disto, a superproducéo de 6xido nitrico
em um animal controle ndo alterou os valores basais de freqliéncia cardiaca

(Sham eNOS: 482+14 bpm). Este resultado esta demonstrado na figura 11.
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Figura 11 — Valores basais de frequéncia cardiaca (FC) nos grupos Sham
glicerol/Rgal, 2R1C Rgal, Sham eNOS e 2R1C eNOS. *p<0,05 vs todos os

grupos.

4.2) Hipertrofia Cardiaca e Renal

Neste estudo também avaliamos a presenca de hipertrofia cardiaca,
através da relacdo peso do coragédo/peso corporal (indice de hipertrofia
cardiaca). Na figura 12 podemos observar que esta relagdo € a mesma para os
grupos Sham glicerol e 2R1C Rgal, indicando que a hipertens&o renovascular
15 dias apds a colocagao do clipe, ndo gerou hipertrofia cardiaca. (Sham
glicerol/Rgal: 1,11+0,03; 2R1C Rgal: 1,24+0,05 mg/g). Além disto, quando

comparamos os grupos 2R1C Rgal e 2R1C eNOS, vemos que, apesar de



existir uma clara tendéncia a hipertrofia cardiaca (p=0,07), ndo houve diferenca
neste parametro (2R1C pgal: 1,24+0,05; 2R1C eNOS: 1,22+0,06 mg/g),
indicando que a terapia génica com eNOS nao causou nenhuma alteragao
estrutural no coracdo dos animais e que a tendéncia a hipertrofia
provavelmente se deve apenas aos efeitos da angiotensina Il. Estes resultados
estdo demonstrados na figura a seguir.
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Figura 12 — Relagdo peso cardiaco/peso corporal nos diferentes grupos

estudados.



Em relacdo aos resultados de hipertrofia renal, os animais que
receberam o clipe na artéria renal esquerda apresentaram uma atrofia do rim
esquerdo, decorrente da diminuicdo de fluxo para o mesmo. (Sham
glicerol/Rgal: 1,42+0,05; 2R1C Rgal: 0,61+£0,07**; Sham eNOS: 1,38+0,05;
2R1C eNOS: 0,76+0,10** mg/g; **p<0,01 vs. grupos sham), sendo que esta
atrofia foi igual entre os grupos 2R1C eNOS 2R1C Rgal, indicando a
superexpressao da eNOS néo altera o estimulo mecéanico para a producao da

hipertensdo renovascular . Este resultado esta demonstrado na figura 13.
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Figura 13 — Relagcdo peso do rim esquerdo/peso corporal nos grupos Sham
glicerol/Rgal, 2R1C Rgal, sham eNOS e 2R1C eNOS. **p<0,01 vs Sham

glicerol/Rgal e Sham eNOS



Em contrapartida, também nos animais que receberam o clipe, o rim
direito apresenta uma hipertrofia decorrente do aumento de fluxo para o
mesmo. (Sham glicerol/Rgal: 1,50+0,06; 2R1C pgal: 1,82+0,08**; Sham eNOS:
1,484£0,06; 2R1C eNOS: 1,85+0,05 mg/g**; **p<0,01 vs. grupos sham). Esta
hipertrofia também nao é diferente entre os animais 2R1C RRgal e 2R1C eNOS,
indicando mais uma vez que a superexpressao da eNOS nao altera o estimulo
mecanico para a produgdo da hipertensdo renovascular em camundongos.

Este resultado encontra-se na figura 14.
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Figura 14 — Relagcédo peso do rim direito/peso corporal nos diferentes grupos

estudados. **p<0,01 vs Sham glicerol/Rgal e Sham eNOS



4.3) Barorreflexo Arterial

Na figura abaixo podemos visualizar as alteragdes reflexas da FC frente
as diferentes variagdes de PAM (5-25 mmHg). Podemos observar que tanto
para as injegdes de fenilefrina (painel A) quanto pra as injegdes de
nitroprussiato de sodio (painel B) , os animais hipertensos n&o apresentam

alteracdes do barorreflexo 15 dias apds a inducéo da hipertensao renovascular.
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Figura 15 — Variagbes reflexas de frequéncia cardiaca frente as variagbes de
pressao arterial induzidas por fenilefrina (A) e nitroprussiato de sodio (B) nos

grupos Sham glicerol/3gal e 2R1C Rgal.



Uma outra forma de se avaliar o barorreflexo é através do ganho ou
sensibilidade deste sistema, que € expresso através do numero de batimentos
cardiacos variados por mmHg de PAM (bpm/mmHg). Na figura 14 observamos
que de acordo com a analise anterior, os animais hipertensos (2R1C R3gal) n&o
possuem ganho diferente dos animais sham glicerol/3gal tanto pra as injegdes
de fenilefrina (Sham glicerol/Rgal: 13+1,1; 2R1C pgal: 14+1,2 bpm/mmHg)
quanto para as injegdes de nitroprussiato de sédio (Sham glicerol/Rgal: 14+1,1;
2R1C Bgal: 13+1,0 bpm/mmHg), indicando que a hipertensdo renovascular 15
dias apds a colocagdo do clipe nao altera o sistema do barorreflexo. Este

resultado encontra-se nas figuras 16 e 17.
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Figura 16 — Média dos ganhos frente as injecdes de fenilefrina nos grupos

Sham glicerol/Rgal e 2R1C 3gal.
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Figura 17 — Média dos ganhos frente as inje¢cdes de nitroprussiato de sddio nos

grupos Sham glicerol/3gal e 2R1C Rgal.

A figura 18 mostra os registros tipicos com a bradicardia reflexa
decorrente do aumento de presséo arterial induzido pela inje¢do in bolus de
fenilefrina e na figura 19 podemos observar os registros tipicos com a
taquicardia reflexa decorrente da diminuigdo de pressao arterial induzida pela
injecao in bolus de nitroprussiato de sédio nos grupos sham glicerol/Rgal e
2R1C Rgal. Note como as respostas reflexas sédo iguais nos dois grupos tanto

para as injecdes de fenilefrina quanto para as injegdes de nitroprussiato de

sodio.
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Figura 18 — Registros tipicos das respostas reflexas frente as variagbes de
pressao arterial induzidas por fenilefrina. PAP: pressao arterial pulsatil, PAM:

pressao arterial média, FC: frequéncia cardiaca
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Figura 19 — Registros tipicos das respostas reflexas frente as variagbes de
pressao arterial induzidas por nitroprussiato de sodio. PAP: pressdo arterial

pulsatil, PAM: presséao arterial média, FC: frequéncia cardiaca



Por outro lado, os animais que receberam a terapia génica com eNOS
apresentaram uma menor bradicardia reflexa frente a injecdo do agente
vasoconstritor fenilefrina. Estes mesmos animais também mostraram uma
maior taquicardia reflexa frente as inje¢des de nitroprussiato de sédio
(vasodilatador) quando comparados aos animais 2R1C f3gal, como podemos

observar na figura abaixo.
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Figura 20 — Variagdes reflexas de frequéncia cardiaca frente as variagées de
pressao arterial induzidas por fenilefrina (A) e nitroprussiato de sédio (B) nos

grupos 2R1C R3gal e 2R1C eNOS. *p<0,05 entre grupos



Também de acordo com a analise anterior, 0s animais que receberam a
terapia génica para eNOS apresentaram menor ganho para as injegdes de
fenilefrina (2R1C Rgal: 14+1,2; 2R1C eNOS: 10£1,3* bpm/mmHg; p<0,05 vs.
2R1C Rgal) e maior ganho para as inje¢des de nitroprussiato de sédio (2R1C
Rgal: 13+1,0; 2R1C eNOS: 17+1,2%; *p<0,05 vs. 2R1C Rgal). Estes resultados

encontram-se nas figuras 21 e 22.
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Figura 21 — Média dos ganhos frente as injegcdes de fenilefrina nos grupos

2R1C Rgal e 2R1C eNOS. *p<0,05 vs 2R1C Rgal.
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Figura 22 — Média dos ganhos frente as inje¢cdes de nitroprussiato de sddio nos

grupos 2R1C 3gal e 2R1C eNOS. *p<0,05 vs 2R1C Rgal.

Na figura 23 podemos observar o registro tipico do teste do barorreflexo
nos grupos 2R1C Rgal e 2R1C eNOS frente a injegao de fenilefrina. Podemos
observar claramente que as respostas bradicardicas sdo menores nos animais
que receberam a terapia génica com eNOS. Por outro lado, as respostas
taquicardicas sao maiores nos animais 2R1C eNOS quando comparados aos
animais 2R1C Rgal . Na figura 24 podemos observar o registro tipico do teste
do barorreflexo nos grupos 2R1C Rgal e 2R1C eNOS frente a injecédo de

nitroprussiato de soédio.
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Figura 23 — Registros tipicos das variagbes reflexas de frequéncia cardiaca
frente as variagdes de pressao arterial induzidas por fenilefrina nos grupos

2R1C RRgal e 2R1C eNOS.
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Figura 24 — Registros tipicos das variagbes reflexas de frequéncia cardiaca
frente as variagbes de pressao arterial induzidas por nitroprussiato de sdédio

nos grupos 2R1C 3gal e 2R1C eNOS.



Quando comparamos os grupos sham eNOS e 2R1C eNOS, podemos
perceber a resposta do barorreflexo destes grupos sao iguais, comprovando
assim que a diminuicdo do barorreflexo € devido a superexpressao da eNOS.

Este resultado esta demonstrado na figura abaixo.
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Figura 25 — Variagbes reflexas de frequéncia cardiaca frente as variagbes de
pressao arterial induzidas por fenilefrina (A) e nitroprussiato de sédio (B) nos

grupos sham eNOS e 2R1C eNOS.

O mesmo resultado encontrado na analise ponto a ponto também foi
encontrado na média dos ganhos para os grupos sham eNOS e 2R1C eNOS,
confirmando que a superexpressdo da eNOS provoca modificagcbes no

barorreflexo que séo iguais nos grupos sham eNOS e 2R1C eNOS (Fenilefrina



- Sham eNOS: -11+0,9; 2R1C eNOS: 9,5%£1,3 bpm/mmHg; Nitroprussiato de
sédio - Sham eNOS: 1610,9; 2R1C eNOS: 17+1,2 bpm/mmHg). Podemos

visualizar este resultado nas figuras 26 e 27.
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Figura 26 — Média dos ganhos frente as injegcbes de fenilefrina nos grupos

sham eNOS e 2R1C eNOS.
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Figura 27 — Média dos ganhos frente as inje¢cdes de nitroprussiato de sodio nos

grupos sham eNOS e 2R1C eNOS.

A figura 28 mostra os registros tipicos com a bradicardia reflexa
decorrente do aumento de presséo arterial induzido pela injegdo in bolus de
fenilefrina e a figura 29 mostra os registros tipicos com a taquicardia reflexa
decorrente da diminuigdo de pressao arterial induzida pela inje¢ao in bolus de
nitroprussiato de sodio nos grupos sham eNOS e 2R1C Rgal. Note como as
respostas reflexas s&o iguais nos dois grupos tanto para as inje¢gdes de

fenilefrina quanto para as inje¢gdes de nitroprussiato de sodio.
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Figura 28 — Variagbes reflexas de frequéncia cardiaca frente as variagbes de
pressdo arterial induzidas por fenilefrina nos grupos sham eNOS e 2R1C

eNOS.
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Figura 29 — Variagbes reflexas de frequéncia cardiaca frente as variagbes de
pressao arterial induzidas por nitroprussiato de sédio nos grupos 2R1C R3gal e

2R1C eNOS



4.4) Analise da Expressao Génica da eNOS

A superexpressdo génica da Oxido nitrico sintase endotelial foi
confirmada através da técnica de imunohistoquimica. E como podemos
perceber nas figuras abaixo, o animal sham que recebeu o adenovirus que
expressa a eNOS apresenta maior expressdo desta enzima no figado e nos
rins, quando comparado ao animal sham que recebeu o adenovirus que

expressa a 3-galactosidase.

Rim direito — Rgal Rim direito — eNOS

Figura 30 — Fotomicrografias da imunohistoquimica do rim direito do animal
sham que recebeu o adenovirus que expressa a R-galactosidase e do animal
sham que recebeu o virus que expressa a eNOS. As setas indicam locais de

expressao da eNOS. Aumento de 400 X



Rim Esquerdo - Rgal Rim Esquerdo - eNOS
Figura 31 — Fotomicrografias da imunohistoquimica do rim esquerdo do animal
sham que recebeu o adenovirus que expressa a 3-galactosidase e do animal
sham que recebeu o virus que expressa a eNOS. As setas indicam o local de

expressao da eNOS. Aumento 400 X.

Figado - Rgal Figado- eNOS

Figura 32— Fotomicrografias da imunohistoquimica do figado do animal sham

que recebeu o0 adenovirus que expressa a [3-galactosidase e do animal que



sham recebeu o virus que expressa a eNOS. As setas indicam locais de

expressao da eNOS. Aumento de 200 X

Arco aértico — RBgal Arco aértico - eNOS

Figura 33 — Fotomicrografias da imunohistoquimica do arco aértico do animal
que recebeu o adenovirus R-galactosidase e do animal que recebeu o
adenovirus eNOS. As setas indicam locais de expressdo da eNOS Aumento
de 100X

No entanto, no ventriculo dos animais que receberam o adenovirus
eNOS, a expressao € a mesma que nos animais que receberam o adenovirus

R-galactosidase. Este resultado pode ser observado abaixo.

Ventriculo Esquerdo — Rgal Ventriculo Esquerdo - eNOS

Figura 34 — Fotomicrografias da imunohistoquimica do ventriculo esquerdo do



animal sham que recebeu o adenovirus que expressa a R-galactosidase e do

animal sham que recebeu o virus que expressa a eNOS. Aumento de 1000 X

DISCUSSAO




O resultado mais importante de nosso estudo diz respeito a prevencgéao
da hipertensao arterial nos animais 2R1C eNOS.

A idéia de se utilizar genes para o tratamento de doengas foi discutida
pela primeira vez em 1966 em um simpdsio na Universidade de Columbia, o
qual se intitulava “Reflexdes sobre a pesquisa e o futuro da medicina”. No ano
posterior, Tatum e colaboradores (1967) publicaram um livro com as bases
genéticas sobre como funcionaria a terapia génica. Desde entdo, varios
estudos foram desenvolvidos utilizando a transferéncia génica seja para a
prevencao e/ou tratamento de doencgas, ou para estudar a fungdo modulatéria
de uma determinada proteina sobre o organismo.

No sistema cardiovascular, a terapia génica tem sido muito utilizada no
infarto do miocardio (Most et al., 2004), aterosclerose (Benoit et al., 1999) e
reestenose apos angioplastia (Varenne et al., 1998). Entretanto, poucos
estudos avaliaram o efeito da terapia génica na hipertensao arterial.

A hipertensao arterial € uma doenga poligénica, causada tanto por
fatores ambientais quanto por fatores genéticos, fato este que dificulta a
utilizagdo da terapia génica nesta patologia. Entretanto, a superexpressédo de
genes vasodilatadores ou a inibicdo da expressao de genes vasoconstritores
tém sido eficaz no tratamento e prevencao da hipertensao arterial.

O primeiro trabalho experimental que utilizou a terapia génica para
tratamento da hipertensdo arterial foi realizado em 1995 por Wang e

colaboradores. Utilizando um plasmideo de DNA, este grupo produziu a



superproducao da calicreina em ratos SHR, e através desta técnica conseguiu
reduzir os niveis de pressao arterial sistolica. (Wang et al., 1995). No mesmo
modelo de hipertensao arterial utilizado no nosso estudo (2R1C), Yayama et al
(1998) fizeram wuso da administracdo sistémica do adenovirus que
superexpressa a calicreina. E assim, como no nosso trabalho, o
desenvolvimento da hipertensdo foi prevenido pela superproducdo deste
vasodilatador. Em 1997, Lin e colaboradores demonstraram uma redugao do
desenvolvimento da hipertensado apos a administragdo da 6xido nitrico sintase
endotelial em ratos SHR. Estes dados corroboram nossos resultados, qual a
superexpressdo de um vasodilatador foi capaz de prevenir a hipertensao
arterial.

Quanto ao vetor utilizado, em nosso estudo utilizamos o adenovirus.
Existem na literatura outros estudos que utilizaram adenovirus como vetor para
terapia génica na hipertensdao. Wang et al (2000) utilizaram adenovirus para
superexpressar a adrenomedulina, a qual € uma molécula vasodilatadora, e
obtiveram sucesso na terapia génica para hipertensao no modelo experimental
DOCA-sal. Entretanto, outros tipos de vetores, sejam eles virais ou nao virais,
parecem também funcionar na terapia génica para hipertensao arterial. Em um
estudo publicado em 2001, Kimura e colaboradores utilizaram um vetor
adenoassociado pra expressdo de um antisense para o angiotensinogénio e
obtiveram sucesso na reduc¢ao da presséo arterial. Utilizando retrovirus, Wang
et al. (2000) provocaram a superexpressdao de um antisense para a enzima
conversora angiotensina e também conseguiram reduzir a pressao arterial em

ratos SHR. Um outro estudo utilizou lipossomos para superexpressar o



antisense para o receptor 3¢ e reduziu a pressao arterial em ratos SHR (Zhang
et al., 2000). Assim sendo, independente do vetor utilizado, a terapia génica
tém se mostrado uma ferramenta eficaz no tratamento da hipertensao arterial.

Em nosso estudo, utilizamos a via de administracdo endovenosa para
injecdo do adenovirus, e dessa maneira conseguimos obter sucesso na
prevencao da hipertensao arterial. Entretanto, outros estudos utilizando terapia
génica também obtiveram sucesso na prevengao ou tratamento da hipertenséo
arterial fazendo uso de outras vias de administracdo do gene desejado. Xiong e
colaboradores (1995) utilizaram via intramuscular para injecao de plasmideo de
DNA que expressava o gene da calicreina. A superexpressao deste gene foi
eficaz e diminuiu os valores de pressao arterial sistélica em ratos SHR. Em um
outro trabalho publicado em 2000 (Wang et al.), foi utilizada uma unica injecao
intracardiaca de um oligonucleotideo antisenso para a enzima conversora de
angiotensina com o objetivo de tratar a hipertensao arterial e a terapia foi
eficaz. Assim sendo, outras vias de administracdo dos vetores sendo a via
endovenosa também se mostraram eficientes no tratamento da hipertensao
arterial.

Em relagéo a produgéao da hipertensao renovascular, podemos dizer que
a nossa técnica foi eficaz. Os camundongos isogénicos utilizados, assim como
0s humanos, possuem somente um gene para a produgdo de renina. Assim
sendo, nosso modelo experimental de hipertensdo se assemelha ao modelo de
hipertensdo renovascular em humanos (Field e Gross, 1985). Existem na
literatura poucos trabalhos que utilizam o modelo de hipertensdo experimental

2R1C em camundongos. O primeiro trabalho que utilizou esta técnica em



camundongos C57 foi desenvolvido por Wiesel e colaboradores (1997), e nele
foram testados diferentes aberturas do clipe, que variavam entre 0,04 e 0,18
mm. Neste trabalho foi demonstrado que aberturas de clipe menores que 0,10
mm resultavam em infarto do rim clipado, enquanto que aberturas maiores que
0,13 mm néo resultavam em aumento da pressao arterial. A abertura do clipe
que produziu melhores resultados foi de 0,12mm, calibracdo que utilizamos em
nosso estudo. O fato de utilizarmos clipes industrializados nos da maior
seguranga, pois a abertura € a mesma pra todos os clipes. Outro aspecto
interessante que ndo podemos deixar de levantar é que 15 dias apos a
colocagao do clipe os animais 2R1C pgal apresentam os mesmos valores de
pressdo arterial que os animais com 28 dias de colocacdo do clipe. Este
resultado encontra-se de acordo com a literatura, Cervenka e colaboradores
(2002) demonstraram que ao 14° dia de colocagao do clipe os valores
pressoricos ja sao os mesmos que ao 28° dia. Este resultado também aparece
no trabalho publicado por Wiesel et al. (1997), inclusive utilizando a mesma
abertura do clipe que utilizamos em nossos experimentos. E importante
ressaltar que a injegcao sistémica do adenovirus Ad Rgal mostrou-se inerte nos
animais testados, uma vez que os valores de presséo arterial do grupo 2R1C
Rgal foram iguais aos valores de animais submetidos a hipertensao
renovascular sem a utilizacdo de terapia génica (Peotta et al., 2004). Nao
ocorreram episddios de 6bito apds a administracdo do adenovirus tanto do Ad
eNOS quanto do Ad Rgal, sugerindo que a mesma foi segura € nao gerou
toxicidade. Trabalhos anteriores ja utilizaram dose igual ou maior que a

utilizada em nosso estudo (1 x 10 '° pfu) e mostraram expresséo satisfatoria



sem problemas inflamatérios ou téxicos decorrentes da administracdo do
adenovirus (Waki et al., 2003; Chu et al., 2003).

Estudos anteriores (Wiesel et al.,, 1997) demonstraram que em
camundongos, duas semanas apos a colocagao do clipe, os niveis de renina
encontram-se elevados no rim clipado e normais no rim contralateral e que
quatro semanas apdés a colocacdo do clipe os niveis plasmaticos de renina
ainda encontram-se elevados. Apesar de ndo termos medido os niveis de
expressao da renina, podemos especular que a prevengao da hipertensao
arterial pode ter acontecido devido a uma inibicdo direta da sintese desta
enzima, ja que outros autores ja demonstraram que o oxido nitrico pode inibir a
producao de renina (Gambaryan et al., 1996). Porém, nao podemos comprovar
que este seja 0 mecanismo pelo qual ocorra prevencao da hipertenséao, ja que
ndo medimos os niveis plasmaticos nem de renina, nem de angiotensina Il.

A hipétese mais provavel é de que os efeitos vasodilatadores do 6xido
nitrico estejam contrabalangando os efeitos vasoconstritores da angiotensina Il
Provavelmente o 6xido nitrico atue sobre as veias causando venodilatagéo e
consequentemente diminuindo débito cardiaco e também sobre as artérias,
levando a uma diminui¢ao da resisténcia vascular periférica. A redugao destes
parametros provavelmente levou a diminuicdo da pressao arterial.

Como esperado, os animais sham eNOS e 2R1C eNOS apresentaram
0s mesmos valores de pressao arterial, indicando que a superexpressdo da
eNOS nos animais controles nao provoca queda da pressao arterial basal.
Estes animais encontram-se em situagao fisiolégica normal em relacédo aos

niveis de pressao arterial e uma superprodugao de 6xido nitrico provavelmente



nao tenha afetado os valores de pressao arterial devido a ativagdo de
mecanismos compensatorios. De acordo com 0s nossos resultados, Gouvéa e
colaboradores demonstraram em 2003 que o tratamento com L-arginina,
substrato para a formacao do NO, diminui os valores de pressao arterial em
ratos com hipertensdo renovascular, mas nao altera este parametro em ratos
normotensos. Desta forma, a superproducdo de oOxido nitrico em animais
controles parece n&o alterar os valores de presséao arterial basal.

Ao contrario do que é observado no modelo 2R1C em ratos, em
camundongos, os animais hipertensos apresentam taquicardia. Este resultado
ja foi demonstrado por outros autores anteriormente, seja 14 ou 28 dias apds a
inducdo da hipertensao renovascular (Wiesel et al., 1997; Madeddu et al.,1998,
Peotta et al., 2004). Esta é uma -caracteristica do modelo 2R1C em
camundongos e talvez possa ser explicada devido a predominancia do ténus
simpatico basal nestes animais (Jumrussirikul et al., 1998; Wickman et al.,
1998; Janssen et al., 2000). Some-se a isso, a hipertensdo 2R1C que é
dependente de angiotensina Il, sendo que esta aumenta a atividade simpatica
(Kobayashi et al., 1978), provavelmente, seja este o motivo pelo qual os
camundongos com hipertensao renovascular 2R1C desenvolvem taquicardia.

Entretanto, os animais 2R1C eNOS nao apresentam taquicardia.
Provavelmente o Oxido nitrico possa inibir ou contrabalancar os efeitos
simpatoexcitatérios da angiotensina Il, e por isso, os animais que recebem a
terapia génica com eNOS nao tenham se tornado taquicardicos.

Os animais sham eNOS apresentam os mesmos valores de freqliéncia

cardiaca que os grupos sham glicerol/kgal e 2R1C eNQOS, indicando que a



superproducao do oxido nitrico ndo provoca alteragdes nos valores basais de
freqiéncia cardiaca. Apesar da investigacao de diversos estudos sobre os
efeitos do oxido nitrico sobre as condigbes basais de frequéncia cardiaca, os
resultados ainda permanecem controversos. Em cultura de midcitos
ventriculares neonatais, analogos do GMPc ou NO derivado das NO sintases
endogenas possuem efeito cronotrépico negativo, reduzindo a frequéncia
cardiaca (Balligand et al., 1993). Trabalhos utilizando camundongos eNOS
knockout mostraram tanto aumento (Barouch et al., 2002) quanto diminui¢cao da
freqliéncia cardiaca basal (Shesely et al. 1996; Kojda et al. 1999; Yang et al.
1999; Liu et al., 2002). O verdadeiro efeito da superprodugao de oxido nitrico
sobre a frequéncia cardiaca basal dos camundongos ainda permanece
indefinido e serao necessarios mais estudos pra esclarecer esta questao.

Em relagdo aos valores da relagao peso cardiaco/peso corporal, néo
houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos no indice de
hipertrofia cardiaca. Entretanto, observamos em nossos resultados uma
tendéncia a hipertrofia cardiaca nos animais 2R1C gal e 2R1C eNOS. Dados
de nosso laboratério (Peotta et al, 2004) ja demonstraram que 28 dias apos a
inducdo da hipertensao renovascular, os camundongos que receberam o clipe
apresentam uma alteragdo deste parametro. Estudos anteriores também ja
demonstraram que o modelo 2R1C em camundongos apresenta hipertrofia
cardiaca ao 28° dia de colocagéo do clipe (Wiesel et al., 1997; Cervenka et al.,
2002).

Estudos anteriores demonstraram que o tempo 6timo de expressédo do

gene carreado pelo adenovirus €& cerca de uma semana apds sua



administracdo (Meyrelles et al., 1997), portanto, em nosso estudo, nos
interrompemos a hipertensdo 15 dias apds a colocagao do clipe, pois ao 28°
dia a expressao do adenovirus seria menor que no 15° dia. Talvez por isso os
nossos valores de relacdo peso cardiaco/peso corporal ndo tenham mostrado
uma diferenga estatisticamente significante. Somente um estudo mediu o peso
cardiaco aos 15 dias de hipertensédo renovascular, e este grupo (Madeddu et
al., 1998) encontrou hipertrofia cardiaca nos camundongos 2R1C. Entretanto,
neste estudo foram utilizados animais hibridos (C57BL/6J x 129 Sv)
geneticamente modificados para o gene da bradicinina, fato este que pode
explicar a presengca de hipertrofia cardiaca aos 15 dias de hipertensao
renovascular. Esta tendéncia a hipertrofia cardiaca encontrada em nosso
estudo provavelmente se deva as agdes estimulatérias da angiotensina Il sobre
a sintese de proteinas e DNA em células cardiacas via receptores AT,
(Sadoshima e Izumo, 1993), ja que o grupo 2R1C eNOS também apresenta um
aumento deste parametro e possui niveis pressoricos normais. Este fato
reforca a idéia de que o oOxido nitrico ndo esteja interferindo na sintese de
angiotensina Il, e sim, contrabalancando os efeitos vasoconstritores da mesma,
prevenindo assim, o desenvolvimento da hipertensio.

Em relacdo a hipertrofia renal, o resultado apresentado ja era esperado,
ou seja, a atrofia do rim esquerdo e hipertrofia do rim direito sdo consequéncias
ja bem estabelecidas deste modelo de hipertensao arterial e ja foi demonstrado
por outros autores em ratos e caes (Goldblatt et al.,1934; Miksche et al., 1970),
sendo que este resultado também ¢é valido para camundongos (Wiesel et al.,

1997). A atrofia do rim esquerdo ocorre devido a diminuigdo de fluxo sanguineo



para o mesmo, e a hipertrofia do rim direito ocorre devido ao fato deste rim ter
que filtrar todo o volume que deixa de ser filtrado pelo rim estenosado, gerando
assim, hipertrofia. Todavia, ndo houve diferenga no tamanho dos rins esquerdo
e direito entre os grupos 2R1C pgal e 2R1C eNOS, provando entdo, que a
superexpressdo desta ultima enzima nao altera o estimulo mecanico para
producao da hipertensao renovascular.

Uma vez que a superproducdo do O6xido nitrico preveniu o
desenvolvimento da hipertensao renovascular, nossa hipotese era de que ela
também poderia prevenir uma possivel alteragdo do barorreflexo causada pela
hipertensdo arterial. Entretanto, quinze dias apds a indugdo da hipertensao
renovascular ainda nao havia alteragcdo do barorreflexo nos animais
hipertensos. Provavelmente por ndo haver tempo suficiente de hipertensao
para provocar alteragdes nos barorreceptores destes animais, uma vez que ja
foi demonstrado que em camundongos, a hipertensdo renovascular se
estabelece somente 10 dias ap6s a colocagao do clipe (Cervenka et al., 2002).
Peotta et al. (2004) demonstraram que, 28 apdés a colocagdo do clipe, os
camundongos apresentam uma resposta bradicardica exagerada frente aos
aumentos de pressao arterial induzidos por fenilefrina, assim como uma
resposta taquicardica reflexa atenuada frente as diminuicdes de pressao
arterial induzidas por nitroprussiato de sédio.

Para a nossa surpresa, os animais 2R1C eNOS apresentaram uma
resposta bradicardica reflexa diminuida frente aos aumentos de pressao

arterial, e uma resposta taquicardica reflexa aumentada frente as diminui¢des



de pressao arterial. Estaria entdo, o NO por si sO, provocando alteragbes no
barorreflexo arterial?

Esta pergunta foi respondida com o teste do barorreflexo no grupo sham
eNOS, uma vez que estes animais nao possuiam alteracdes no sistema renina
angiotensina, e mesmo assim, apresentavam a mesma alteragdo no
barorreflexo que os animais 2R1C eNOS. Assim sendo, a superproducao do
oxido nitrico tanto no grupo sham eNOS quanto no grupo 2R1C eNOS
modificou o barorreflexo arterial destes animais.

Um estudo realizado por Meyrelles et al (2003) mostrou claramente os
efeitos modulatérios do éxido nitrico sobre o sistema dos barorreceptores.
Neste estudo foi feita uma aplicagdo tépica do adenovirus que expressa a
eNOS no seio carotideo dos animais e nestes foi verificado que havia uma
diminui¢cdo da atividade dos barorreceptores.

O o6xido nitrico parece atuar de maneira inibitéria sobre os canais de
sédio voltagem dependentes ativados por estiramento dos barorreceptores
(Bielefeldt et al., 1999, Li et al., 1998). Além disto, o 6xido nitrico ativa canais
de potassio dependentes de calcio, provocando hiperpolarizagdo da membrana
e dificultando o disparo do potencial de agdo (Bolotina et al., 1994). Desta
forma, o 6xido nitrico inibe a atividade dos baroceptores. Esta teoria poderia
explicar porque os nossos animais 2R1C eNOS apresentam um menor
resposta bradicardica reflexa. Como a sensibilidade aferente barorreceptora
esta diminuida, ao se aumentar a pressao arterial, menos potenciais de agao

sao enviados aos NTS do que quando os barorreceptores estdo funcionando



normalmente. Como o NTS é menos ativado, temos uma menor resposta
eferente de bradicardia.

Para as diminuicbes de pressdo, 0 mesmo mecanismo ocorreria. Como
temos um menor numero de canais ativados, quando injetamos nitroprussiato
de soddio, proporcionalmente temos uma queda de pressao arterial que é
interpretada como sendo maior que na situacdo normal, pois percentualmente
temos desativacdo de um maior numero de canais. Assim, observamos uma
resposta taquicardica reflexa exagerada. Além disto, estudos j& demonstraram
que o oxido nitrico € capaz de facilitar a neurotransmissao nos ganglios
simpaticos (Matsuda et al., 1995), fato este que explicaria a resposta
taquicardica aumentada.

Apesar de nao termos comprovado a expressao do adenovirus no SNC,
nao podemos descartar a hipétese de que o adenovirus tenha exercido agao
central. Moon e colaboradores realizaram um estudo publicado em 2003 para
identificar a distribuicdo do adenovirus no SNC apds injecao sistémica. O
adenovirus utilizado neste estudo é bem semelhante ao nosso e, apesar deste
virus ser maior que o poro da barreira hematoencefalica, o adenovirus foi
encontrado em regides do SNC. Portanto, ndo podemos descartar os efeitos
centrais do 6xido nitrico.

Diversos estudos ja comprovaram a agao inibitoéria do éxido nitrico sobre
o0 SNC. Matsumura e colaboradores demonstraram em 1998 que a inibigcao
central do oxido nitrico através da injecdo intracerebroventricular de L-NAME

gerou um aumento da sensibilidade do barorreflexo para a frequéncia cardiaca



e atividade do nervo simpatico renal, indicando que o éxido nitrico exerce um
efeito inibitorio sobre o barorreflexo.

Esta agao inibitéria do 6xido nitrico sobre o barorreflexo parece ocorrer
tanto sobre o sistema nervoso parassimpatico quanto o sistema nervoso
simpatico.

Em relagdo ao componente parassimpatico do reflexo, Liu et al. (1996)
demonstraram em coelhos acordados, que a injegdo de L-NNA leva a um
aumento do ganho do barorreflexo, e este aumento foi revertido pela injecéo de
L-arginina. Neste estudo, o bloqueio com atropina preveniu o aumento de
sensibilidade do barorreflexo, enquanto que o bloqueio com metoprolol néo
gerou nenhuma alteragdo da resposta, confirmando entdo que o 6xido nitrico
atenua o componente vagal do barorreflexo. Este estudo esta em concordancia
com nossos dados, ja que os animais 2R1C eNOS possuem uma resposta
bradicardica diminuida quando comparados aos animais Sham glicerol/f3gal e
2R1C Bgal.

Assim como o NO inibe o componente vagal do reflexo, no SNC ele
também parece possuir agbées simpatoinibitérias. Um trabalho realizado por
Zanzinger e colaboradores (1995) demonstrou que em gatos a administragcéo
de L-NNA (bloqueador da sintese de oxido nitrico) leva a um aumento do ténus
simpatico basal e das respostas reflexas, indicando que o 6xido nitrico parece
exercer um papel inibitério sobre o este nucleo.

Contrariando os trabalhos acima citados, Kishi e colaboradores
demonstraram em 2003 que a superexpressdao da eNOS em RVLM provoca

melhora no controle barorreflexo da pressao arterial em ratos SHR Stroke



Prone. Apos o bloqueio com metoprolol, o ganho maximo nao diferiu entre os
grupos, indicando que o efeito de melhora do barorreflexo se deve a um efeito
simpatoinibitério do éxido nitrico em RVLM. De acordo com este trabalho,
Wang e colaboradores (2003) mostraram que a transferéncia génica de nNOS
em RVLM melhora o barorreflexo em ratos com insuficiéncia cardiaca.

Entretanto, nestes dois ultimos trabalhos foi utilizada a terapia com NO
em situagdes patoldgicas, nas quais o barorreflexo ja esta prejudicado. Assim,
devemos ter cuidado ao extrapolar estes dados pra a situagao fisiolégica.

Assim sendo, podemos especular entdo que as acgdes periféricas do
oxido nitrico se sobrepdem as ac¢des centrais do mesmo em nosso estudo, ja
que encontramos um aumento da resposta taquicardica reflexa.

Um aspecto interessante a se levantar € o fato de que no modelo de
hipertensdo experimental L-NAME, que é exatamente a situacdo oposta de
nosso estudo, uma inibicdo crbénica da sintese de oxido nitrico, Vasquez e
colaboradores (1994) demonstraram que o barorreflexo encontra-se
exatamente na situagdo oposta a nossa, ou seja, com seu componente
parassimpatico aumentado e o simpatico diminuido. Este resultado também é
encontrado quando se usa este modelo experimental de hipertensdo em
camundongos. Peotta e colaboradores (2001) também demonstraram um
aumento da resposta simpatica e diminuigcdo da resposta parassimpatica em
camundongos com hipertensdo L-NAME. Este fato estda de extrema
concordancia com 0 nosso, ja que na superexpressao de eNOS encontramos
exatamente a resposta contraria, ou seja, diminuicdo da resposta

parassimpatica e aumento da atividade simpatica. Além disto, a injecao



sistémica de L-NAME leva a um aumento do ganho de barorreflexo, que pode
ser revertido pela injecdo de NPS (Minami et al., 1995). Estas sao fortes
evidéncias do papel inibitério do o&xido nitrico sobre o componente
parassimpatico e estimulatério sobre o componente simpatico do barorreflexo.

Nossos resultados da imunohistoquimica mostraram uma maior
expressao da eNOS nos rins direito e esquerdo, no figado e no arco aértico dos
animais sham eNOS quando comparados aos animais sham [gal. Este
resultado ja era esperado, pois estes os animais receberam uma injecao
endovenosa do adenovirus Ad eNOS, e, portanto, devem ter maior expressao
desta enzima. Com isso comprovamos que a injegcdo endovenosa do
adenovirus é eficaz para a superexpressdo da enzima 6xido nitrico sintase
endotelial. Outros trabalhos ja comprovaram uma superexpressao do
adenovirus que expressa a eNOS apds injegcado intravenosa do mesmo
(Hayashi et al., 2004).

Um aspecto interessante € que no ventriculo dos animais eNOS a
expressao € a mesma que no ventriculo dos animais Rgal; Este resultado néo
era esperado, entretanto, outros trabalhos na literatura ja haviam feito esta
observagao. Wang e colaboradores (1995) utilizaram injegcdo endovenosa de
adenovirus € ndo encontraram expressao nem no cora¢gao nem no cérebro dos
animais. Este resultado também foi observado por Stratford-Perricaudet et al
(1992), no qual a injecdo endovenosa de adenovirus em camundongos nao
resultou em expressdo no tecido cardiaco. Provavelmente o miocardio deve
possuir menor quantidade de receptores adenovirais, fato este que diminui

transducgao celular neste tecido. Este dado reforga a idéia de que o 6xido nitrico



nao esteja interferindo na prevengao da taquicardia nos animais 2R1C eNOS
via acdo local no miocardio e sim, via agdo simpatoinibitéria central.

Diante de nossos resultados, podemos afirmar que a terapia génica com
eNOS constitui uma importante ferramenta na prevencao da hipertensao

renovascular em camundongos.



CONCLUSOES




Com base em nossos resultados podemos concluir que:

e Quinze dias apos a colocagdo do clipe, os animais hipertensos nao

apresentaram hipertrofia cardiaca nem altera¢cdes no barorreflexo arterial;

e A superexpressado da eNOS por meio da terapia génica foi capaz de prevenir

o desenvolvimento da hipertenséo renovascular nos camundongos;

e A terapia génica com eNOS diminuiu a resposta bradicardica reflexa e
aumentou a resposta taquicardica reflexa frente as variagdes de presséao

arterial nos animais 2R1C;

o A superexpressdo da eNOS nos animais sham n&o modificou os
parametros
hemodindmicos destes animais, mas modificou as respostas do barorreflexo

similar aos animais 2R1C;

Portanto, a terapia génica com eNOS apesar de ter sido um método eficaz para
prevenir o desenvolvimento da hipertensdo renovascular em camundongos,

também causou alteragées no sistema do barorreflexo arterial destes animais.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS




Balligand JL, Kelly RA, Marsden PA, Smith TW & Michel T (1993). Control of
cardiac muscle cell function by an endogenous nitric oxide signaling system.

Proceedings of National Academy of Sciences U S A, 90:347-351.

Barouch LA, Harrison RW, Skaf MW, Rosas GO, Cappola TP, Kobeissi ZA,
Hobai IA, Lemmon CA, Burnett AL, O’'Rourke B, Rodriguez ER, Huang PL,
Lima JA, Berkowitz DE & Hare JM (2002). Nitric oxide regulates the heart by

spatial confinement of nitric oxide synthase isoforms. Nature, 416:337-339.

Benoit P, Emmanuel F, Cailland JM, Bassinet L, Castro G, Gallix P, Fruchart
JC, Branellec D, Den P, Duverger N (1999). Somatic gene transfer of human
Apo A1 inhibits atherosclerosis progression in mouse models. Circulation,

99:105-110

Bielefeldt K, Whiteis CA, Chapleau MW, Abboud FM (1999). Nitric oxide
enhances slow inactivation of voltage-dependent sodium currents in rat nodose

neurons. Neuroscience Letters, 271:159-162

Bolotina VM, Najibi S, Palaccino JJ, Pagano JP, Cohen RA (1994). Nitric oxide
directly activates calcium-dependent potassium channels in vascular smooth

muscle. Nature, 368:850-853

Castro R, Phillips MI (1986). Angiotensin |l attenuates baroreflexes at nucleus

tractus solitarius of rats. American Journal of Physiology, 250:R193-R198



Chalmers J, Pilowsky P (1991). Brainstem and bulbospinal neurotransmitter

systems in the control of blood pressure. Journal of Hypertension, 9:675-694

Cervenka L, Horacek V, Vaneckova |, Hubacek JA, Oliverio MI, Coffman TM,
Navar G (2002). Essential role of ATqa receptor in the development of 2K1C

hypertension. Hypertension, 40:735-741

Chiu T, Reid IA (1996). Role of cyclic CMP-inhinbitable phosphodiesterase and
nitric oxide in the beta adrenoceptor control of renin secretion. Journal of

Pharmacology and Experimental Therapy, 278:793-799

Chu Y, lida S, Lund DD, Weiss RM, DiBona GF, Watanabe Y, Faraci FM,
Heistad DD (2003). Gene Transfer of Extracellular Superoxide Dismutase
Reduces Arterial Pressure in Spontaneously Hypertensive Rats. Circulation

Research, 92: 461-468

Durante W, Sen AK, Sunahara FA (1988). Impairment of endothelium-
dependent relaxation in aortae from spontaneously diabetic rats. British Journal

of Pharmacology, 94(2): 463-468

Field LJ, Gross KW (1985). Ren-1 and Ren-2 loci are expressed in mouse
kidney. Proceedings of National Academy of Sciences of United States of

America, 82: 6196-6200



Gambaryan S, Hausler T, Markert T, Pohler D, Jarchau T, Walter U, Haase W,
Kurtz A, Lohmann SM (1996). Expression of type Il cGMP-dependent protein
kinase in rat kidney is regulated by dehidration and correlated with renin gene

expression. Journal of Clinical Investigation, 98:662-670

Gardiner SM, Compton AM, Bennett T, Palmer RM, Moncada S (1990).
Regional haemodynamic changes during oral ingestion of NG-monomethyl-L-
arginine or NG-nitro-L-arginine methyl ester in conscious Brattleboro rats.

British Journal of Pharmacology, 101(1): 10-12

Goldblatt H, Lynch J, Hanzal R (1934). Studies on experimental hypertension:
the production of persistent elevation of systolic blood pressure by means of

renal ischemia. Journal of Experimental Medicine, 59:347:37

Gouvéa SA, Moysés MR, Bissoli NS, Pires JGP, Cabral AM, Abreu GR (2003).
Oral administration of L-arginine decreases blood pressure and increases renal
excretion of sodium and water in renovascular hypertensive rats. Brazilian

Journal of Medical and Biological Research, 36:943-040

Harada S, Tokunaga S, Momohara M (1993). Inhibition of nitric oxide formation
in the nucleus tractus solitarius increases renal sympathetic nerve activity in

rabbits. Circulation Research, 72:511-516

Hayashi T, Sumi D, Juliet PAR, Hirai HM, Tanaka YA, Kano H, Fukatsu A,

Tsunekawa T, Miyazaki A, Iguchi A, Ignarro LJ (2004). Gene transfer of



endothelial NO synthase, but not eNOS plus inducible NOS, regressed

atherosclerosis in rabbits. Cardiovascular Research, 61:339-351

Head GA, Saigusa T, Mayorov DN (2002). Angiotensin Il and baroreflex control
of the circulation. Brazilian Journal of Medical and Biological Research,

35(9):1047-1059

Ichiki T, Usui M, Kato M, Funakoshi Y, Ito K, Egashira K, Takeshita A (1998).
Downregulation of angiotensin Il type 1 receptor gene transcription by nitric

oxide. Hypertension, 31:342:348

Janssen BJA, Leenders PJA, Smits JFM (2000). Short-term and long-term
blood pressure and heart rate variability in the mouse. American Journal of
Physiology, Regulatory, Integrative and Comparative Physiology. 278:R215-

R225.

Jensen BL, Kramer BK, Kurtz A (1997). Adrenomedullin stimulates renin
release and renin mMRNA in mouse juxtaglomerular granular cells. Hypertension,

29:1148-1155

Jumrussirikul P, Dinerman J, Dawson TM, Dawson VL, Ekelund U,
Georgakopoulos D, Schramm LP, Calkins H, Snyder SH, Hare JM, Berger RD

(1998). Interaction between neuronal nitric oxide synthase and inhibitory G



protein activity in heart rate regulation in conscious mice. Journal of Clinical

Investigation, 102:1279-1285.

Katovich MJ, Gelband CH, Reaves P, Wang HW, Raizada MK (1999). Reversal
of Hypertension by Angiotensin Type Il Receptor Antisense Gene Therapy in

Adult SHR. American Journal of Physiology, 277: H1260-1264

Kay MA, Glorioso JC, Naldini L (2001). Viral vectors for gene therapy: the art of

turning infectious agents into vehicles of therapeutics. Nature Medicine, 7:33-34

Kimura B, Mohuczy D, Tang X, Phillips | (2001). Attenuation of hypertension
and heart hypertrophy by adeno-associated virus delivering angiotensinogen

antisense. Hypertension, 37: 742-749

Kishi T, Hirooka Y, Kimura Y, Sakai K, Ito K, Shimokawa H, Takeshita A (2003).
Overexpression of eNOS in RVLM improves impaired baroreflex control of HR
in SHRSP. Rostral ventrolateral medulla. Stroke-prone spontaneously

hypertensive rats. Hypertension, 41:255-60

Kobayashi M, Furukawa Y, Chiba S (1978). Positive chronotropic and inotropic
effects of angiotensin Il in the dog heart. European Journal of Pharmacology,
50:17-25.

Kojda G, Laursen JB, Ramasamy S, Kent JD, Kurz S, Burchfield J, Shesely EG

Harrison DG (1999). Protein expression, vascular reactivity and soluble



guanylate cyclase activity in mice lacking the endothelial cell nitric oxide
synthase: contributions of NOS isoforms to blood pressure and heart rate

control. Cardiovascular Research, 42:206-213.

Kurtz A (1989). Cellular control of renin secretion. Reviews in Physiology,

Biochemistry and Pharmacology, 113:1-40

Li Z, Chapleau MW, Bates JN, Bielefeldt K, Lee HC, Abboud FM (1998). Nitric
oxide as an autocrine regulator of sodium currents in baroreceptor neurons.

Neuron, 20:1039-1049

Lin KF, Chao L, Chao J (1997). Prolonged reduction of high blood pressure with

human nitric oxide synthase delivery. Hypertension, 30:307-313

Liu YH, Xu J, Yang JP, Yang F, Shesely E & Carretero OA (2002). Effect of
ACE inhibitors and angiotensin Il type 1 receptor antagonists on endothelial NO

synthase knockout mice with heart failure. Hypertension, 39:375-381.

Liu JL, Murakami H, Zucker IH (1996). Effects of NO on baroreflex control of
heart rate and renal nerve activity in conscious rabbits. American Journal of
Physiology, 270:R1361-R1370

Lockette W, Otsuka Y, Carretero O (1986). The loss of endothelium-dependent

vascular relaxation in hypertension. Hypertension, 8(6 Pt 2):1161-66.



Madeddu P, Milia AF, Salis B, Gaspa L, Gross W, Lippoldt A, Emanueli C
(1998). Renovascular hypertension in bradykinin B,-receptor knockout mice.

Hypertension, 32:503-509

Matsuda T, Bates JN, Lewis FM, Abboud FM, Chapleau MW (1995). Modulation
of baroreceptor activity by nitric oxide an S-nitrosocysteine. Circulation

Research, 76:426-433

Matsumura K, Abe |, Tsuchihashi T, Fujishima M (1998). Central nitric oxide
attenuates the baroreceptor reflex in conscious rabbits. American Journal of

Physiology, 274:R1142-49

Mazzolai L, Duchosal MA, Korber M, Bouzourene K, Aubert JF, Hao H, Vallet V,
Brunner HR, Nussberger J, Gabbiani G, Hayoz D (2004) Endogenous
angiotensin Il induces atherosclerotic plaque vulnerability and elicits a Th1

response in ApoE-/- mice. Hypertension, 44(3):277-282

Meyrelles SS, Sharma RV, Whiteis CA, Davidson BL, Chapleau MW (1997).
Adenovirus-mediated gene transfer to cultured nodose sensory neurons.
Molecular Brain Research, 51(1-2):33-41

Meyrelles SS, Sharma RV, Mao HZ, Abboud FM, Chapleau MW (2003).
Modulation of baroreceptor activity by gene transfer of nitric oxide to carotid

sinus adventitia. American Journal of Physiology, 284:R1190-R1198



Miksche LW, Miksche U, Gross F (1970). Effect of sodium restriction on renal

hypertension and on renin activity in the rat. Circulation Research, 27:973-984

Minami M, Imai Y, Hashimoto J, Abe K (1995). The role of nitric oxide in the
baroreceptor cardiac reflex in conscious Wistar rats. American Journal of

Physiology, 269:H851-H855

Moon C, Moon C, Kang WS, Jeong DC, Jin JY (2003). Distribution of adenoviral
vector in brain after intravenous administration. Journal of Korean Medical

Science, 18:111-118

Most P, Pleger ST, Volkers M, Heidt B, Boerries M, Weichenhan D, Loffler E,
Janssen PM, Eckhart AD, Martini J, Williams ML, Katus HA, Remppis A, Koch
WJ (2004). Cardiac adenoviral S100A1 gene delivery rescues failing

myocardium. Journal of Clinical Investigation, 114(11): 1550-1563

Moyses MR, Cabral AM, Marcal D, Vasquez EC (1994). Sigmoidal curve fitting
of baroreceptor sensitivity in renovascular 2K1C hypertensive rats. Brazilian
Journal of Medical and Biological Research, 27(6):1419-1424

Navar LG, Zou L, Von Thun A, Tarng Wang C, Imig JD, Mitchell KD (1998).
Unraveling the mystery of Goldblatt hypertension. News in Physiological

Sciences, 13:170-176



Nishikawa M, Huang L (2001). Non viral vectors in the new millenium: delivery

barriers in gene transfer. Human Gene Therapy, 12:861-879

Parissis JT, Nikolao VN (2003). Gene Therapy in the management of

cardiovascular disease. Hellenic Journal of Cardiology, 44:271-276

Paton JF, Kasparov S (2000). Sensory channel specific modulation in the
nucleus of the solitary tract. Journal of the Autonomic Nervous System, 80:117-

129

Paton JFR, Deuchars J, Amahad Z, Wong LF, Murphy D, Kasparov S (2001).
Adenoviral vector demonstrates that angiotensin ll-induced depression of the
cardiac baroreflex is mediated by endothelial nitric oxide synthase in the

nucleus tractus solitarii of the rat. Journal of Physiology, 531:213-225

Peach M (1977) Renin-angiotensin system: biochemistry and mechanisms of

action. Physiological Reviews, 57:313-370

Peotta VA, Vasquez EC, Meyrelles SS (2001). Cardiovascular neural reflexes in
L-NAME-induced hypertension in mice. Hypertension, 38:555-559

Peotta VA, Gava AL, Nogueira BV, Vasquez EC, Meyrelles SS (2004).
Avaliagédo do barorreflexo arterial em camundongos Apo E 7/° com hipertensao

renovascular. Resumos da FeSBE, 73-73



Reis DJ (1999). Functional neuroanatomy of central vasomotor control centers.
In: Hypertension Primer, 2" edition, American Heart Association, Lippincort

Williams & Wilkins, Baltimore, pp 80-82

Sadoshima JI, lzumo S (1993) Molecular characterization of angiotensin II-
induced hypertrophy of cardiac myocytes and hyperplasia of cardiac
fibroblasts:critical role of AT receptor subtype. Circulation Research, 73:413-

423

Saigusa T, Iriki M, Arita J (1996). Brain angiotensin |l tonically modulates
sympathetic baroreflex in rabbit ventrolateral medulla. American Journal of

Physiology, 271:H1015-1021

Saigusa T, Head GA (2002). Renal sympathetic baroreflex effects of
angiotensin |l infusions into the rostral ventrolateral medulla of the rabbit.

Clinical and Experimental Pharmacolgy and Physiology, 20:351-354

Saini HK, Xu YJ, Arneja AS, Tappia PS, Dhalla NS (2005). Pharmacological
basis of different targets for the treatment of atherosclerosis. Journal of Cellular

and Molecular Medicine, 9(4):818-839

Schulz R, Heusch G (2005). Angiotensin |l in the failing heart. Short

communication. Kidney & Blood Pressure Research, 28:349-352



Shapoval LN, Sagach VF, Pobegailo LS (1991). Nitric oxide influences
ventrolateral medullary mechanisms of vasomotor control in the cat.

Neuroscience Letters, 132:47-50

Sharifi AM, Akbarloo N, Darabi R (2005). Investigation of local ACE activity and
structural alterations during development of L-NAME-induced hypertension.

Pharmacological Research, 52(5): 438-444

Shesely EG, Maeda, N, Kim, HS, Desai KM, Krege JH, Laubach VE, Sherman
PA, Sessa WC, Smithies O (1996). Elevated blood pressures in mice lacking
endothelial nitric oxide synthase. Proceedings of National Academy of Sciences

USA, 93:13176-13181.

Sreeharan N, Jayakody RL, Senaratne MP, Thomson AB, Kappagoda CT
(1986). Endothelium-dependent relaxation and experimental atherosclerosis in
the rabbit aorta. Canadian Journal of Physiology and Pharmacology, 64(11):

1451-1453

Stratford-Perricaudet LD, Makeh |, Perricaudet M, Briand P (1992) Widespread
long-term gene transfer to mouse skeletal muscles and heart. Journal of Clinical

Investigation, 90(2):626-630

Takemoto M, Egashira K, Usui M, Numaguchi K, Tomita H, Tsutsui H,

Shimokawa H, SueishiK, Takeshita A (1997). Important role of tissue



angiotensin-converting enzyme activity in the pathogenesis of coronary vascular
and myocardial structural changes induced by long-term blockade of nitric oxide

synthesis in rats. Journal of Clinical Investigation, 99:278-287

Tatum EL (1967) Molecular biology, nucleic acids, and the future of medicine.
In: Lyght CE, ed. Reflections on Research and the Future of Medicine. New

York: McGraw-Hill, 31-49.

Tseng CJ, Liu HY, Lin HC, Ger LP, Tung CS, Yen MH (1996). Cardiovascular

effects of nitric oxide in the brain stem nuclei of rats. Hypertension, 27:36-42

Varenne O, Pisalaru S, Gillijns H, Van Pelt N, Gerard RD, Zoldhelyi P, Van de
Werf F, Collen D, Janssens SP (1998). Local adenovirus-mediated transfer if
human eNOS reduces luminal narrowing after coronary angioplasty in pigs.

Circulation, 98: 919-926

Vasquez EC, Cunha RS, Cabral AM (1994). Baroreceptor reflex function in rats
submitted to chronic inhibition of nitric oxide synthesis. Brazilian Journal of

Medical and Biological Research, 27:767-774

Verma IM, Somia N (1997). Gene therapy — promisses, problems and

prospects. Nature, 389:244-254



Vicent SR, Kimura H (1992). Histochemical mapping of nitric oxide synthase in

the rat brain. Neuroscience, 46:755-784

Volpers C, Kochanek S (2004). Adenoviral vectors for gene transfer and

therapy. The Journal of Gene Medicine, 6:5164-S171

Waki H, Kasparov S, Wong LF, Murphy D, Shimizu T, Paton JFR (2003).
Chronic inhibition of endothelial nitric oxide synthase activity in nucleus tractus

solitarii enhances baroreceptor reflex in concious rats. Journal of Physiology,

546(1):233-242

Wang C, Chao L, Chao J (1995). Direct gene delivery of human tissue kallikrein
reduces blood pressure in spontaneously hypertensive rats. Journal of Clinical

Investigation, 95: 1710-1716

Wang H, Reaves PY, Gardon ML, Keene K, Goldberg DS, Gelband CH,
Katovich MJ, Raizada MK (2000). Angiotensin I-Converting Enzyme Antisense
Gene Therapy Causes Permanent Antihypertensive Effects in the SHR.

Hypertension, 35 (part 2): 202-208

Wang C, Chao J, Chao L (2000). Adrenomedullin Gene Delivery Attenuates
Hypertension, Cardiac Remodeling and Renal Injury in DOCA-Salt

Hypertensive Rats. Hypertension, 36(6): 9995-1001



Wang Y, Patel KP, Cornish KG, Channon KM, Zucker IH (2003) nNOS gene
transfer to RVLM improves baroreflex function in rats with chronic heart failure.

American Journal of Physiology, 285(4):H1660-1667

Wickman K, Nemec J, Gendler SJ, Clapham DE (1998). Abnormal heart

rate regulation in GIRK4 knockout mice. Neuron, 20:103-114.

Wiesel P, Mazzolai L, Nussberger J, Pedrazzini T (1997). Two kidney, one clip

and one kidney one clip hypertension in mice. Hypertension, 29:1025-1030

Xiong W, Chao J, Chao L (1995). Muscle delivery of human kallikrein gene

reduces blood pressure in hypertensive rats. Hypertension, 25:715-719

Yayama K, Wang C, Chao L, Chao J (1998). Kallikrein gene delivery attenuates
hypertension and cardiac hypertrophy and enhances renal function in Goldblatt

hypertensive rats. Hypertension, 31(5):1104-1110.

Yang XP, Liu YH, Shesely EG, Bulagannawar M, Liu F, Carretero OA (1999).
Endothelial nitric oxide gene knockout mice: cardiac phenotypes and the effect
of angiotensin-converting enzyme inhibitor on myocardial ischemia/reperfusion

injury. Hypertension, 34:24-30.



Zanzinger J, Czazhurski J, Seller H (1995). Inhibition of basal and reflex-
mediated sympathetic activity in the RVLM by nitric oxide. American Journal of

Physiology, 268:R958-R962

Zhang YC, Kimura B, Shen L, Phillips Ml (2000). Prolonged Reduction of High

Blood Pressure with 1 Antisense Oligonucleotides. Hypertension, 26:767-774



