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RESUMO

FONSECA, Alyne. Corpo carotideo e hipertensdo: alteracdes celulares e da matriz
extracelular 2011. 69 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias - Biologia Humana e
Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

O aumento de doencas cardiovasculares possui como fator primordial e, mais comum,
0 aumento da pressdo arterial (PA). Esta, pode gerar complicacbes em outros Orgdos e
acarretar diversas patologias, podendo levar a morte. A hipertensdo € uma sindrome
multifatorial, cuja maior incidéncia ocorre em individuos obesos, sedentérios e consumidores
em excesso de bebidas alcoolicas e sal. O corpo carotideo (CC) é um érgdo quimiorreceptor
localizado na bifurcacdo da artéria carotida, formado de estruturas basicas chamadas glomus.
Cada glomus carotideo é constituido de células tipo 1 envoltas por células tipo 2 ou
sustentaculares. Este trabalho teve como objetivo analisar as alteragdes morfofuncionais que
ocorrem no CC, causada por hipertensao arterial induzida pelo L-NAME, um inibidor da
enzima Oxido nitrico sintase. Para isso, 0 estudo utilizou 20 ratos Wistar divididos em dois
grupos: controle (C) e L-NAME (LN). Apéds a administracdo de 40mg/kg/dia de L-NAME por
45 dias, o CC foi coletado. Observou-se aumento significativo da pressdo arterial a partir da
segunda semana de administracdo de L-NAME. Analise quantitativa mostrou uma reducéo
no namero de nacleos do glomus carotideo e 0 aumento na area total do 6rgdo no grupo LN.
N&o foi encontrado diferenca significativa no numero de nucleos totais do corpo carotideo
entre os grupos. Na analise morfol6gica do grupo LN, observamos a formacédo de vacutolos
nas células tipo 1 do glomus, bem como uma redugdo do nimero total de ndcleos das células
de cada glomus carotideo. A analise qualitativa sugeriu um aumento no nimero de fibras
colagenas e fibras do sistema eldstico na matriz extracelular e granulos no grupo LN.
Imunomarcagdes com anticorpo anti VEGF e NF-kB e nNOS mostram-se aumentadas e
dispersas por todo CC no grupo LN em relacdo ao grupo C. Além disso, marcacdes para
Substancia-P também foram observadas em maior quantidade nas células tipo 1 do grupo LN.
Quanto a marcacao para PGP 9.5, houve a reducdo desta marcacdo caracterizada dentro do
glomus carotideo grupo LN comparado ao grupo C. O estudo sugere que 0 corpo carotideo,
em resposta a hipertensdo induzida pela inibicdo da enzima Oxido nitrico sintase, gera
mudancas morfofisiologicas semelhantes as encontradas em hipoxia.

Palavras-chave: Hipertensao arterial. Corpo carotideo. L-NAME.



ABSTRACT

The increased cardiovascular disease as the key features and, more common,
increasing blood pressure (BP). This can cause complications in other organs and cause
various diseases and may lead to death. Hypertension is a multifactorial syndrome, whose
incidence is higher in obese, sedentary and consumers in excess alcohol and salt. The carotid
body (CC) is a chemoreceptor organ located in bifurcation carotid artery, consisting of basic
structures called carotid glomus. Each is made up of carotid glomus type 1 cells surrounded
by sustentacular or type 2 cells. This study aimed to analyze the morphological and functional
changes that occur in CC, caused by hypertension induced by L-NAME, an inhibitor of nitric
oxide synthase. For that, the study used 20 rats divided into two groups: control (C) and L-
NAME (LN). After administration of 40mg/kg/day L-NAME for 45 days, the CC was
collected. We observed significantly increased blood pressure starting at second week of
administration of L-NAME. Quantitative analysis showed a reduction in the number of cells
in the carotid glomus and an increase in the total area of the body in the LN group. No
significant difference was found in the nuclei total number in carotid body between the
groups. In the morphological analysis of the LN group, we observed the formation of
vacuoles in type 1 glomus cells, as well as a reduction in the total number of nuclei of cells
from each carotid glomus. The qualitative analysis suggested an increase in collagen and
elastic system fibers in the extracellular matrix and cytoplasmic granules in LN group.
Immunostainings with anti-VEGF and NFkappa- B and nNOS show was increase and
dispersed in the LN group than in group C. In addition, appointments for P substance were
also obeservado in greater amounts in type 1 cells of the LN group. The marking for PGP 9.5,
there was a reduction of this marking characterized in carotid glomus LN group compared
with group C. The study suggests that the carotid body, in response to hypertension induced
by inhibition of nitric oxide synthase, produces morphophysiological changes similar to those
found in hypoxia.

Keywords: Hypertension. Carotid body. L-NAME.
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INTRODUCAO

Hipertensao arterial

O desenvolvimento de doengas cardiovasculares possui como fator mais comum a
elevacdo da pressdo arterial (PA). A hipertensdo apresenta custos médicos e
socioeconomonicos elevados, decorrentes principalmente das suas complicacfes, tais como:
doenca cerebrovascular, doenca arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia
renal crbnica e doengas vasculares de extremidades. A hipertensdo é uma sindrome
multifatorial, cuja maior incidéncia ocorre em individuos obesos, sedentérios e consumidores
em excesso de bebidas alcodlicas e sal [1-5].

A hipertensao arterial, considerada uma doenca crénica, pode ser influenciada pelo
grau de participacdo do individuo portador de tal patologia em relacdo a fatores como a
aceitacdo da doenca, controle e conhecimento da mesma e aparecimento de complicagoes [2].

De acordo com o VII Joint National Comitte (VIIINC), sdo considerados hipertensos
pacientes com pressdo arterial sistolica maior ou igual a 140 mmHg ou pressdo diastélica
maior ou igual a 90 mmHg. Neste mesmo estudo, foi introduzida uma nova classificagéo, com
o0 termo pré-hipertensdo, aplicado a individuos cujos niveis tensionais sistélicos variam entre
129-139 mmHg e diastolicos entre 80-89 mmHg. Todavia, segundo as VI Diretrizes
Brasileiras de Hipertensdo (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo, 2010) retornou-se a
classificacdo de trés diferentes estagios de hipertensdo. A pressdo limitrofe € aquela com
valores sistélicos de 130 a 139 mm Hg e diastdlicos de 85 a 89 mm Hg. A normotensao é a
pressao arterial sistélica < 130 mmHg e diast6lica < 85 mmHg. Neste estudo optou-se por

utilizar a classificacdo do VII Joint National Comitte.
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Tabela 1 — Estagios da Pressdo arterial sistolica e diastolica. (V11 INC, 2003).

Classificagao Pressdo Arterial Pressdo Arterial
Sistolica (mmHg) Diastolica(mmHg)
Normal <120 <80
Pré-Hipertenso 120-139 80-89
Hipertensao Estagio 1 140-159 90-99
Hipertensao Estagio 2 > 160 >100

De acordo com as V Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial, em 2007 houveram
1.157.509 intervencgdes por doencas cardiovasculares no sistema Unico de salde. Estima-se
que, no mundo, cerca de um bilh&o de pessoas apresentem hipertensdo essencial, ou seja, sem
uma causa especifica, e que aproximadamente 7,1 milhdes de mortes sejam atribuidas a esta
doenca (VII INC, 2003).

Tanto a hipertensdo, como outros fatores de risco convencionais para doenca
cardiovascular, como hipercolesterolemia, diabetes melitus e tabagismo estdo fortemente
associadas a disfuncdo endotelial [6]. A presenca de disfuncdo endotelial em pacientes
hipertensos é considerada um marcador de eventos cardiovasculares futuros [7,8].

O endotélio dos vasos sanguineos desempenha um papel central na regulacdo do ténus
e, consequentemente, na regulacdo da pressdo arterial por meio da sintese e liberacdo de
substancias vasoativas. As células endoteliais regulam as camadas subjacentes de musculo
liso pela liberacdo de fatores relaxantes derivado do endotélio, tais como o 6xido nitrico
(NO), prostaglandinas (PGI2) e Fator hiperpolarizante derivado do endotélio (FHDE) bem
como pela liberagéo de fatores vasoconstrictores [1, 2].

Nas células endoteliais de vasos sanguineos estdo presentes receptores VEGFR-1 e
VEGFR-2 para o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF). O VEGF é um dimero
protéico sinalizador com acdo autdcrina e pardcrina que ativa receptores em células
endoteliais. Esta proteina se caracteriza como um dos membros da superfamilia de fatores de
crescimento. Em circunstancia fisiologicas, novos vasos sdo formados durante cicatrizagdes e
regeneracdes do organismo. Ao curso do desenvolvimento de uma patologia, o crescimento
anormal de redes vasculares leva ao desenvolvimento de tumores. Estudos demonstraram que
a hipertensdo pulmonar gera a proliferagcdo de células endoteliais nos vasos sanguineos e o
aumento do VEGF [9]. Estudos em modelos em ratos de hipdxia crénica (10% do oxigénio

inspirado, por 4 semanas de experimentagdo) mostram a marcacdo intensa de VEGF no
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citoplasma das células tipo 1 do glomos carotideo em relacdo ao grupo normoxia, tendo
assim, um papel paracrino no remodelamento vascular [10].

Nas doencas cardiovasculares, um fator de transcricdo é visto como um dos
responsaveis pelas mudancas morfologicas ocorridas nestas patologias: o Fator Nuclear
Kappa B (NF-kB). Este, é um complexo protéico responsavel pelo controle da transcri¢do do
DNA, respondendo a estimulos como estresse, radicais livres, LDL oxidado, virus e bactérias
[11]. O NF-kB € importante na regulacdo da resposta celular porque ele pertence a categoria
de fatores de transcricdo primarios, ou seja, de acdo rapida. Estes fatores estdo presentes nas
células em um estado inativo e ndo requerem sintese de novas proteinas para ser ativado,
permitindo assim, que o NF-kB seja um dos primeiros estimulos nocivos para as células.
Andlises de resultados de experimentos com periodos sucessivos de hipdxia (hipoxia
intermitente), mostraram o aumento da transcricdo deste fator nos grupos afetados em relacéo

a um grupo controle [12].

Oxido nitrico e L-NAME

A L-arginina, um amino&cido catiénico semi-essencial, € o precursor do 6xido nitrico
(NO), um gés inorgénico de curta meia vida, envolvido em varias funcdes fisioldgicas, como
neurotransmissao e vasodilatacdo [13]. Este, é liberado por diversos tecidos, dentre eles pela
célula endotelial, além de seu papel neurotransmissor e controle hemodindmico, participando
concomitantemente na regulacdo da proliferacdo, crescimento celular e como um dos mais
potentes vasodilatadores [2-4].

Embora as concentracfes intracelulares de L-arginina sejam mais do que suficientes
para a producdo do Oxido nitrico, a entrada de L-arginina extracelular em alguns tipos
celulares e doengas parece ser fundamental para a producdo de NO, um fenémeno
denominado ‘“paradoxo da L-arginina”. Foram descritos em células de mamiferos quatro
sistemas do transporte deste aminoacidos catidnicos: y*, y"L, B ®*, b®* cada uma delas com
suas caracteristicas cinéticas especificas e expressas de forma distinta em diferentes tipos
celulares [14,15].

Uma vez no interior da celula, a L-arginina e convertida em L-citrulina e NO pela acéo
da familia de enzimas NO sintase (NOS). A nomeclatura das duas primeiras representa o
tecido onde a enzima foi primeiramente descrita e sdo constitutivas, enquanto que a ultima é
geralmente induzida em doencas: NOS neuronal (nNOS ou NOS 1) , NOS endotelial (eNOS
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ou NOS 3) e NOS induzivel (iNOS ou NOS 2) [13]. Ja foi descrito um novo subtipo de
NOS, a NOS mitocondrial, entretanto pouco ainda se sabe sobre esta.

A nNOS ¢ expressa de forma constitutiva difusamente no sistema nervoso central e
periférico, mas também pode ser encontrada no musculo esquelético. A eNOS, que também é
uma enzima constitutiva, estd presente no endotélio vascular, em cardiomiocitos e em
plaguetas. A iINOS foi primeiramente descrita em macrdfagos, mondcitos neutréfilos e
musculo liso vascular ativado por citocinas [16]. No entanto, foi mostrada a presenca desta
isoforma em plaquetas humanas ndo estimuladas, embora a existéncia dessa proteina em

plaquetas humanas seja ainda controversa [17].

Tabela 2. Caracteristicas principais das trés isoformas das NOS

nNOS ou NOS 1 iNOS ou NOS 2 eNOS ou NOS 3

Primeira
identificacdo Neuroénios Macrofagos Endotélio
Peso molecular(kDa) 160 130 133
Localizacéo
cromossomial 12p24.2 17cen-q12 7035-36
Funcéo principal Neurotransmissao imunocitotoxicidade | Relaxamento do
mausculo liso vascular
Produgdo de NO pmoles Nmoles Pmoles
Regulacéo da Constitutiva Preferencialmente Constitutiva
expressao Estimulada por induzivel Estimulada por

horménios sexuais, | Expressao induzida | horménios sexuais e

lesdo do tecido por citocinas e estresse de cisalhamento
nervoso e hipoxia endotoxina Inibida por citocinas,
Inibida por endotoxina e hipdxia
citocinas e

endoxina

As isoformas constitutivas sdo originalmente encontradas no endotélio e nos
neurdnios, sendo entdo denominadas de eNOS (NOS endotelial) e nNOS (NOS neuronal),
respectivamente. A isoforma eNOS, esta ligada a membrana das células endoteliais. Ambas as

isoformas encontram-se presentes nas celulas e sdo estimuladas por uma cascata bioquimica
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que pode ser dependente ou independente de fons célcio (Ca®*). Quando ocorre algum
estimulo patolégico, a isoforma induzivel (iNOS) ¢ ativada. Dentre estes agente patologicos,
podemos citar como exemplo, os lipopolissacarideos bacterianos (LPS), citocinas, incluindo a
interleucina-1, endotoxinas e fator de necrose tumoral. Estes sdo independentes de ions Ca®*
[5,18,19].

Esta sintese é estimulada por vérios agentes: acetilcolina, bradicinina, endotelina,

estresse de cisalhamento, histamina e leucotrieno, entre outros [4].

Sangue
_

L-ARGININA

AMINOGUANIDINA

DEXAME TASONA

L-VMMA
L-NAME
L-NOARG

céfufa

N 0 endorelial

Misculo
lizo

Figura 1 — Via de liberacdo de 6xido nitrico; PIP2 fofatidilinositol 4,5-bifosfato; IP3-
inositoltrifostato; ecNOS- Oxido nitrico sintase endotelial constitutiva. (Fonte: Revista
Brasileira de Cirurgia Cardiovascular, Vol 15, Edicdo 1, jan/Marc 2000)

O oxido nitrico atua através da ativacdo da enzima guanilato ciclase do musculo liso
vascular, aumentando os niveis de GMPc. O GMPc promove a ativagdo das bombas de célcio
dentro das células musculares lisas, diminuindo as concentrac@es de célcio intracelular que
promovera a reducdo do ténus vascular. Outros mecanismos pelos quais a via NO/GMPc
induz vasodilatacdo incluem inibicéo da geracédo de IP3 (na musculatura lisa), desfosforilagéo
da cadeia leve de miosina, inibicdo do influxo de Ca®*, ativagdo de proteinas quinases,
estimulacio da Ca**-ATPase de membrana e abertura de canais de K* [19].

Dentre os mecanismos protetores do NO, podemos citar a acdo vasodilatadora, efeito

antiagregrante plaquetéario, efeito antioxidante, inibigdo da expressdo de moléculas de adesdo
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inibicdo da mitogénese e proliferacdo de células musculares lisas e inibicdo da
lipoperoxidacéo.

A administracdo aguda de analogos da L-arginina como o L-NAME (hidrocloreto de
NG-nitro-metil-ester-L-arginina) € capaz de inibir de forma competitiva da isoforma
endotelial NOS (eNOS), e consequentemente, a biossintese do 6xido nitrico, resultando no
bloqueio de seus efeitos vasorrelaxantes e ocasionando um quadro caracteristico de
hipertensao. [20-23].

Corpo carotideo (CC) e hipdxia
O CC é uma pequena estrutura ovoide, de superficie irregular, medindo de 1 a 2
milimetros de didmetro e intimamente ligado & adventicia das artérias cardtidas. E

caracterizado como um 6rgdo neuroenddcrino derivado da crista neural, localizado na

bifurcacdo dessas artérias.

Artéria cardtida interna

___ Artéria carétida externa

—— Corpo carotideo

Artéria cardtida comum

Figura 2. Localizacéo do CC.(fonte: www.medical-dictionary.thefreedictionary.com)

A origem neural do CC pode ser caracterizada pela presenca de PGP 9.5, uma
hidrolase do carbono terminal da ubiquitina encontrada em tecidos neurais e tecidos
neuroendocrinos, que é responsavel pelo processo de deubiquitinacdo. Este processo €

importante para que proteinas especificas ligadas a moléculas de ubiquitina ndo sofram
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degradacdo. A marcacdo para a degradacdo de uma proteina é através da sua ligagdo covalente
com a ubiquitina [24].

Embora o PGP 9.5 seja conhecido como um marcador especifico para tecido do
sistema neuroendocrino, muitos relatos tém indicado que PGP 9.5 é um potencial marcador
para determinados tipos de tumores, como cancer de pulmdo, célon e pancreas [25].

O CC ¢ sensivel a mudangas nos niveis de gases sangiineos e regula a ventilagédo [19,
26-29]. Ele é composto de agregados celulares intercalados com vasos sanguineos e feixes
nervosos. Cada glomus carotideo é caracterizador por 4-6 Células tipo 1 ou célula glomos
circundados incompletamente por 2-3 Células Tipo 2 ou sustentaculares [29]. Além disso,
células progenitoras de células do glomus carotideo (células claras) estdo presentes neste
orgdo. O nervo do seio carotideo (CSN), um ramo do nervo glossofarigeo, é o responsavel
pela invervacdo do corpo carotideo. Este se liga ao tronco cerebral, obtendo a resposta para o

estimulo ocorrido.

Célula Tipo 1 Ramo aferente do CSN

Célula Tipo 2

Capilar

Figura 3. Caracterizacdo de um glomus carotideo. [30].

A reducdo dos niveis de oxigénio no sangue arterial (hipoxia), sdo sentidos pelas
células tipo 1 do corpo carotideo. Essa reducdo desses niveis fecha canais de potassio
sensiveis a mudanca de O, Com isso, ocorre a mudanca de potencial das células tipo 1 e abre
canais de calcio voltagem dependentes, gerando um efluxo de calcio. Com isso, vesiculas com
contetdo neurotransmissor, sdo influenciadas a exocitar seu conteddo vesicular, se aderindo a

membrana plasmatica da célula e liberando o neurotransmissor na fenda sinaptica.
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Figura 4. Mecanismo de liberacdo de neurotransmissores nas fibras nervosas do
corpo carotideo.

As células tipo 1 sdo caracterizadas pela presenca de numerosos granulos
citoplasmaticas contendo aminas biogénicas, em maior quantidade as dopaminas, mais densa
na regido central, com juncdes celulares tipo GAP entre essas células [31,32]. As terminaces
nervosas aferentes fazem contatos sinapticos com uma ou mais destas células [33-35].

As aminas biogénicas sdo grupos de compostos organicos nitrogenados derivadas da
descarboxilacdo enzimética de aminoacidos naturais. Dentre as aminas biogénicas que
possuem efeitos fisioldégicos encontramos a serotonina e epinefrina. No sistema nervoso
central, algumas aminas biogénicas sdo caracterizadas como neurotransmissores, ou seja,
possuem como func¢do enviar quimicamente informacdes a outras células ou efetuar uma acéo
final. Dentro deste grupo de aminas biogénicas, temos aquelas que séo formada por uma parte
de cadeia alifatica, a amina, e a outra uma aromatica, o catelol, e por isso recebendo o nome
de catecolaminas. Dentre as catecolaminas, as mais conhecidas sdo a dopamina, a
noradrenalina e adrenalina. [36,37]. A dopamina é a amina biogénica melhor descrita no
corpo carotideo. Nervos do seio carotideo possuem receptores dopaminergicos D1 e D2. D1

estd correlacionado a enzima adenilciclase e tem maior afinidade a antagonistas do que a
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agonistas dopaminérgicos. J& o receptor D2 ndo estd ligado a adenilciclase e tem alta
afinidade tanto por agonistas como por antagonistas. Fungdes gerais caracteristicas de
neurdnios dopaminérgicos parecem ser mediadas por receptores D2. N&o foi ainda certamente
descrita a funcdo de D1; entretanto supde-se que os dois receptores atuem interligados, a fim
de eliciar uma tipica resposta dopaminérgica.

As células tipo 1 do CC sdo capazes de liberar dopaminas. Estudos mostraram que 0
aumento da concentracdo de dopamina na fenda sinaptica e inibi¢cdo dos nervos eferentes do
seio carotideo estdo aumentados durante a hipoxia cronica, levando a confirmacao da hipdtese
de que esta inibicao seria devido ao autobloqueio de receptores dopaminérgicos presentes nas
terminagfes nervosas e, a0 mesmo tempo, atuariam diretamento sobre os autoreceptores D2
nas células tipo 1, aumentando a excitacdo dos quimiorreceptores e levando a liberacdo de
mais dopamina nas fibras nervosas aferentes [38].

Dentre 0s neurotransmissores produzidos pelas células tipo 1, o mondxido de carbono
(CO) age como tal. O CO ¢ produzido pelas hemi-oxigenases, enzima que converte o anel
heme em quantidades equimolares de biliverdina, CO e Fe**. Esta enzima tem um importante
papel fisioldgico, regulando os niveis de heme-proteinas e protegendo as células da agressao
oxidativa do heme livre e funcionando como um modulador da resposta respiratéria do CC. A
concentracdo reduzida de radicais livres no CC mantém os niveis de resposta do 6rgdo baixo,
consequentemente sem um aumento desnecessario do volume respiratério. Na hipoxia, o
aumento da atividade sensorial é devido a reduzida disponibilidade deste neurotransmissor
inibitdrio na fenda sinéptica [39,40].

Dentre 0s neurotransmissores excitatorios presentes no CC responsaveis pelo controle
neural da respiracdo, temos as taquininas, a jun¢do da substancia P (SP) com um L-glutamato.
A SP age sobre receptores NK1, um tipico receptor ligado a proteina G, presente nas
terminac6es nervosas aferentes do CC. As taquininas sdo a chave para a resposta do tronco
cerebral em decorréncia de uma estimulagdo do corpo carotideo [41]. InjecGes
intracerebroventriculares de SP levam ao aumento da pressao arterial sistémica e ao aumento
da ventilacdo [42]. Além disso, experimentos demonstraram que durante e depois de um
periodo de hipoxia se obteve o aumento de SP no tronco cerebral, a fim de aumentar a
ventilag&o e restaurar os niveis de oxigénio sanguineo [43,44].

Estudos com animais sobre o transplante de células do CC em neurdnios
Nigroestriatais em doenca de Parkinson, para aumentar a secre¢cdo de dopamina, estdo em
desenvolvimento [45]. No entanto, pouco se sabe sobre a estrutura morfoldgica do CC, muitas

vezes, reduzindo a compreensdo dos resultados.
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Modelos experimentais comparando o CC de ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) com normotensos Wistar Kyoto, mostrou um aumento significativo do volume deste
orgdo [46]. Além disso, ratos Nova Zelandia geneticamente hipertensos apresentaram uma
reducdo no numero de células e uma proliferacdo da camada intima da parede vascular [35].

Anormalidades na producao da dopamina tém sido descritas em outros experimentos [47].

Matriz extracelular

A matriz extracelular corresponde aos complexos macromoleculares, formados por
moléculas de diferentes naturezas que sdo produzidas, exportadas e complexadas pelas
células, modulando a estrutura, fisiologia e biomecanica dos tecidos. Esta € composta de
substancia fundamental e de fibras [48-50].

A substancia fundamental é composta de glicosaminoglicanos (GAG), proteoglicanos
e glicoproteinas adesivas. Estas, interagem umas com as outras e com fibras e células do
tecido conjuntivo e do epitélio [51,52].

Os glicosaminoglicanos sdo polissacarideos longos, ndo ramificados, possuidores de
carga negativa, compostos de unidades dissacaridicas que se repetem. Um deles, sempre é um
aminoacucar (N-acetilglicosamina ou N-acetilgalactosamina) e o outro € tipicamente um
acido urénico. Com a sua capacidade de capturar grande quantidade de &gua, este € um dos
responsaveis pela manutencédo da fluidez da matriz.

Os proteoglicanos sdo macromoléculas de GAGs sulfatados que formam
ligagBes covalentes com um eixo protéico. Como os proteoglicanos ocupam grandes volumes,
resistem a compressdo e retardam o movimento rapido de microorganismos e de células
metastaticas. Além disso, em associacdo com a lamina basal, formando filtros moleculares
com poros de tamanhos variados e com uma distribuicdo de cargas que selecionam e retardam
a passagem de macromoléculas por eles [53, 54].

As glicoproteinas adesivas sdo macromoléculas que possuem varios dominios,
pelo menos um dos quais usualmente se liga a proteinas de superficie celular, as integrinas,
fibras de colageno e proteoglicanos. As principais glicoproteinas adesivas sdo as
fibronectinas, laminina, entactina, tenescina, condronectina e osteonectina. [55].

As fibras da matriz extracelular séo divididas em dois sistemas de acordo com sua
natureza quimica, sendo estes, o sistema colagenoso, no qual suas fibras sdo conhecidas por

conter coldgeno uma serie de fibras de colageno e o sistema elastico. O colageno tem como
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funcdo suportar a forca ténsil, enquanto a elastina é essencial para a elasticidade da matriz
[48].

As fibras colagenas aparecem como feixes espessos e ondulados que quando corados
com eosina apresentam coloracdo rosada, enquanto as fibras reticulares sdo fibras de
espessura fina que se coram em preto quando utilizada a técnica de impregnagdo com prata. J&
as fibras elasticas apresentam-se em forma de fibra ou lamelas coradas em purpura quando
submetidas a técnica de coloracdo por resorcina-fucsina ou aldeido-fucsina, e sdo mais
resistentes a agua quente em contraste com o coladgeno que facilmente se transformam em
agua quente [56].

O coldgeno possui dois aminodcidos em sua composi¢do, a hidroxiprolina e a
hidroxilisina, que sdo caracteristicos desta proteina. A sintese do coladgeno se inicia no reticulo
endoplasmatico granular, como toda proteina, onde cadeias polipeptidicas (cadeias alfa) sdo
sintetizadas para o interior das cisternas onde ocorre entéo a hidroxilagéo da prolina e lisina,
sendo importante para esse processo as enzimas prolina hidroxilase e lisina hidroxilase. Cada
cadeia alfa é sintetizada com dois peptideos de registro, um em cada extremidade, que
determinam o alinhamento das cadeias protéicas para formar o procolageno, um precursor do
tropocolageno. No meio extracelular os peptideos de registro sdo clivados pela enzima
procolédgeno peptidase formando entdo as moléculas de tropocoldgeno. As moléculas de
tropocolédgeno se polimerizam para formar fibrilas de colageno, onde os residuos de
hidroxiprolina formam pontes de hidrogénio entre as trés cadeias alfa para a estabilizacdo da
tripla hélice do tropocoldgeno. Em alguns tipos de colagenos, principalmente naqueles
formadores de fibrilas, as fibrilas se agregam com auxilio de algumas macromoléculas para
formar as fibras de colageno.

As fibras de colageno sdo encontradas principalmente em tecidos que sofrem
constantemente tracdo mecanica, como os tenddes, ligamentos e pele, e a quantidade e o tipo
de colageno podem variar conforme a necessidade de cada tecido [57-59].

Morfologicamente, distintas redes de fibras elasticas estdo presentes na matriz
extracelular todos os érgdos, sendo particularmente mais abundante em tecidos que sdo
submetidos periodicamente ao stress. O sistema de fibras elasticas tem papel principal na
estrutura e funcdo de Orgdos que requerem elasticidade como, por exemplo, as artérias,
pulmdes e pele [60, 61].

Durante o desenvolvimento das fibras el&sticas, inicialmente ocorre a deposigdo de
microfibrilas de modo a formar uma malha e, em seguida, ocorre a deposic¢éo gradual de uma

substancia amorfa entre essa malha de microfibrilas até a completa formacdo das fibras
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elasticas. Essa substancia amorfa € a elastina que juntamente com as microfibrilas de fibrilina
sdo os principais constituintes das fibras elasticas [60].

As fibras elasticas fazem parte de um sistema microfibrilar elastico formado pelas
fibras elésticas, elauninicas e oxitalanicas. Ao nivel ultra-estrutural as fibras elasticas mostram
ser compostas por uma grande quantidade de material amorfo e homogéneo localizado
centralmente, cercado por microfibrilas (10-12 nm de didmetro) que quando cortadas
transversalmente apresenta um perfil tubular eletrondenso. Durante o desenvolvimento das
fibras elasticas, as microfibrilas sdo as primeiras estruturas a aparecer, seguidas por um
componente amorfo que é gradualmente depositado entre as microfibrilas até a formacéo das
fibras elasticas. Em certas ocasides, somente a rede de microfibrilas sem o material amorfo
(conhecido como fibras oxitalanicas) ocorre em tecidos que, em alguns casos, mesmo apds o
seu estado maduro, ndo apresenta fibras elasticas. Em outras ocasides, tecidos normais de
individuos adultos demonstram microfibrilas com depoésitos dispersos de material amorfo
(conhecido como fibras elauninicas) que também podem nédo se desenvolver futuramente em
fibras elasticas maduras [62].

As fibras do sistema elastico, ou seja, as fibras oxitalanicas, elauninicas e elasticas
podem ser identificadas através de métodos histoquimicos, como através da utilizacdo da
técnica do orcinol neo-fucsina, resorcina-fucsina de Weigert sem oxidacdo e com oxidagéo e
imuno-histoquimicos [63].

As fibras do sistema elastico apresentam caracteristicas distintas que lhe conferem
diferentes propriedades funcionais. As fibras oxitalanicas, por ndo possuirem elastina na sua
composigdo, apresentam uma maior resisténcia a forga mecénica e pouca elasticidade sendo
encontrados em locais que sofrem constante tensdo. As fibras elauninicas apresentam
caracteristicas intermediarias entre as fibras oxitalanicas e elasticas, possuindo resisténcia a
forca ténsil e a0 mesmo tempo certa elasticidade. E por ultimo, as fibras elasticas que
apresentam grande concentracdo de elastina na sua composicao, o que Ihes conferem grande
capacidade elastica, sendo encontrados em tecidos submetidos a constante distensdo, como

vasos e pulméo [60,63].
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Nucleo de fibroblasto

Fibra elastica

Feixes colagenos

Figura 5. Organizacdo de alguns componentes da matriz extracelular. (Histologia e Biologia

Celular, Uma introducdo a Patologia. Abraham L. Kierszenbaum, 22 edi¢cdo. Editora Elsevier)
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Hipdtese
Possuiria 0 CC as mudancas morfofisiologicas na hipertensdo arterial sistémica similares as

descritas em hipdxia?

Proposta
Avaliar as possiveis mudancas morfofisioldgicas dos componentes celulares e matriz

extracelular do corpo carotideo em decorréncia de hipertensdo arterial sistémica.
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1 OBJETIVOS

1.1 Gerais

Analisar as mudangas morfofisioldgicas do corpo carotideo gerada pela hipertenséo

induzida por inibidor da enzima éxido nitrico sintase (L-NAME).

1.2 Especificos

= Observacéo das alteragdes dos animais hipertensos;

= Estudo imunohistoquimicos das células do corpo carotideo;

= Andlise ultraestrutural do glomus carotideo.
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2 MATERIAIS E METODOS

Vinte ratos Wistar machos jovens, obtido a partir de colonias da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, foram mantidos em condi¢fes de habitacdo normal (21 £ 2 ° C,
umidade de 60% * 10, 12:12 h ciclo claro-escuro) e receberam &gua e racdo padrdo para
roedores (Nuvilab, Parand, Brasil), ad libitum. Todos os procedimentos foram aprovados e
realizados em conformidade com as orienta¢fes convencionais de "Cuidado e Uso de Animais
de Laboratério" (National Institutes of Health E.U., revista em 1996) e do Comité de Etica e

Pesquisa do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ (protocolo-257/08).

2.1  Desenho experimental

Dois grupos, cada um composto por dez ratos Wistar foram distribuidos:
O Grupo Controle (C) - Os animais normotensos nao tratados com L-NAME.
O Grupo L-Name (LN) - animais normotensos que receberam a administracdo oral
de L-NAME (Chemical Sigma-Aldrich) por 45dias na dosagem 40mg/Kg/Dia [22,23].

Antes de iniciar o experimento os animais passaram por um periodo de duas semanas
de adaptacdo para se habituarem aos processos de afericdo da pressdo arterial e massa
corporal, sendo as mesmas, verificadas semanalmente durante todo experimento.

Durante todo o experimento, o peso corporal (balanca de precisdo) e a pressao arterial
caudal (método de pletismografia — LETICA LE 5100, Panlab, Spain), foram medidos
semanalmente.

Apbs 45 dias, os ratos foram anestesiados com injecdo intraperitonial de
pentobarbital sédico (50 mg/kg). O pescoco foi aberto, e o corpo carotideo (direito e
esquerdo) na bifurcacdo da artéria cardtida foi rapidamente isolado, livre de tecido adiposo e

tecido conjuntivo aderente.
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Figura 6. Caracterizacdo da separacdo dos grupos experimentais

Foram coletadas amostras de ambos 0s CC e processados para microscopia de luz (n
= 12) e para microcopia eletronica de transmisséo (n = 8). Observa-se que houve o cuidado da
separagdo dos corpos carotideos direito e esquerdo dos animais para que ndo fossem

utilizados erroneamente juntos para a mesma técnica.

2.2 Microscopia de luz

Doze amostras de corpos carotideos foram imediatamente fixados em paraformaldeido
4% em 5mM CacCl, e glutaraldeido 0,1%, processado em procedimentos de rotina histoldgica,
embebidos em paraplast plus (Sigma-Aldrich, St. Louis, E.U.A.) e posteriormente

seccionados (3 mm).
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2.2.1 Técnicas histoldgicas e histoquimica

a) Hematoxilina-eosina (HE) para analise do tecido em geral [64]. Anexo A

b) Resorcina fucsina de Weigert (com pré-oxidacdo com peroximonosulfato de potassio,
oxona), para a visualizacéo das fibras do sistema elastico (Fibras Oxitalanicas, Elauninicas e
Elésticas) [60]. Anexo B;

c) Picro Sirius Red, para andlise das fibras colagenas. Adicionalmente, estas fibras também
foram analisadas em microscopio com luz polarizada [65]. Anexo C.

d) Alcian Blue pH 2,5, para analise de complexos de Glicosaminoglicanos [66]. Anexo D;

2.2.2 Imunohistoguimica

a) Anti Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF - 1:100, SC7269, Santa Cruz
Biotechnology);

b) Anti Fator nuclear kappa B. (NFk- 3 1:100, SC114, Santa Cruz Biotechnology);

C) Anti Substancia P (SP - 1:100 , ab1566, Abcam Inc Chemical);

d)  Anti PGP (PGP 9.5, ab8189, Abcam Inc Chemical);

e) Anti Oxido nitrico sintase neural (NOS-1 ou nNOS — 1:50, SC648, Santa Cruz
Biotechnology).

Estas reacGes foram amplificadas com o sistema biotina-estreptavidina complexos (K0679,
Kit LSAB, Universal DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca), e depois a imunorreatividade
foi identificada ap6s incubacdo com 3,3 'tetracloreto de diaminobenzidina (K3466, Universal
DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca) . Cortes foram corados com hematoxilina para a

caracterizacdo dos nucleos celulares e ap6s, as laminas foram montadas e analisadas.

2.3 Microscopia confocal de varredura a laser

Sec0Oes de corpos carotideos foram corados pela técnica de fluorescéncia induzida por
formaldeido (FIF) para analise de vesiculas com conteddo de aminas biogénicas e
posteriormente analisadas em microscépio Optico confocal de varredura a laser (LSM510
Meta Carl Zeiss). Anexo E.
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2.4 Microscopia eletronica de transmissao

Inclusdo em Epon: Anexo F

Corpos carotideos fixados em solucdo de glutaraldeido 2,5% (Riedel-de-Haen) em
tampdo cacodilato 0.1M (pH 7.2) e 0.25% de &cido tanico (Merck) foram a seguir poés-
fixados em tetroxido de 6smio a 1% (Sigma), 0.8% de ferrocianeto de potassio em tampéo
cacodilato 0.1M (pH 7,2) durante uma hora, e posteriormente, desidratados em acetona e
incluidos em Epon (Embed-812). Cortes semifinos de um micrémetro (1um) de espessura
foram corados com azul de toluidina e observados sob microscopia de luz para selecionar as
areas de interesse e posteriormente, realizar cortes ultrafinos no ultramicrotomo (Leica
Ultracut-UCT). Os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila e citrato de
chumbo e observados em microscopio de transmissdo Zeiss EM 906 (Carls Zeiss,
OberKdochen, Alemanha) em 80KV.

2.5 Morfometria
Todos os cortes de tecido tiveram suas imagens capturadas sob as mesmas condicoes

(formato TIFF, 36-bit color, 1.280 x 1.024 pixels, com camera LC Evolution e microscépio

Olympus BX51). Analisadas nos programas Image J versdo 1,4 (NIH, Bethesda).

2.5.1 Andlise quantitativa

A) Quantificacdo do numero de nucleos totais por area e do nimero de ndcleos por
cada glomus carotideo:
Foram obtidos 5 imagens por animais (7 animais por grupo) do corpo carotideo coradas com
HE, sendo 4 campos analisados em cada imagem, fazendo um total de 20 campos em cada
animal, com um total de 140 campos em cada grupo. O numero total de células do orgdo e de
cada glomus foi contado através da ferramenta de "cell counter plugin®, utilizando o software
Image J wversdo 1,4 (NIH, Bethesda), carregado com seu plugin "préprio"

(http://rsh.info.nih.gov/ij/plugins/). Foram assim, analisados a densidade celular obtida
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dividindo a quantidade de células pela medicdo da &rea da imagem do corpo carotideo

. 2
analisados em pm®.

1) Prévia calibracdo do software e posterior selecdo da imagem:

File Edt Image Process Analze Plugins Window Help
olo|z|ofE 4|+ Ala| @] 2|@]s/suluw] 2| 4| &)

Documentos
tecentes 3
761c01404f 761 c01100x DLt 761 cO1 100x O2.4f
Desktop
&
Meus
documentos
76101 100x 03.6F 761 cO1 100x 04.tf 761 cO2 20x DLt
Meu computadar
R R G RSeRE 2
Nome do arquive: | 761 01 100x 03.6f v [
Meus looais d2 | prquivos do tpo: [ Al Files () v| [Ccance |

2)  Selecdo da area escolhida para a mensuracio em pm?:

Ctrl+X

Copy Ctri+C
Copy to Systern

‘ Paste Ctri+v
. Paste Contral...

Fill Ctri+F |
Draw Ctrl+D
] Invert Ctri+Shift+ [

Selection
Options




3) Resultado da area escolhida através da ferramenta “ Measure”:

a

IPWin4

File Edit Image Process [
[m[felfaq > B PR TR
Magnifying glass (o use "+" and "
2040x1536 pixels; RGE|

Analyze Particles...

Summarize
Distribution...

Label

Clear Results

Set Measurements...

Set Scale...
Calibrate...
Histogram Ctri+H
Plot Profile Ctrl+K
Surface Plot..

Gels 4
Tools

Al

<& i

4) Retirar a area dos vasos sanguineos presentes na area selecionada:

File Edit Image Pracess Ana\yze F‘\ugms WWinciow Help
glals [+ Al o)l 2® ardl

761 c01 100x 03.tif (33.3%)

Results

File Edit Font

[Area [mean [Min [Max |
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(13

5) Ferramenta “ cell counter” para a quantificagdo do nimero de nlcleos na regido

mensurada;

nageJ
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
DlocfS ~| 4|48 Al 2| ®psulia] 7| 4 |6 [»

2lus

2040x1536 pixels; RGE; 12MB
Cell Counter [2]51|[X]
Counters Actions
® Type 1 3 [_| Keep Original
O Type3 |0 Add
M O Typed |0 Bamees
O Type5 0
O Type6 | 0
- ——  []Delete Mode
1 Otype? 0| ——
O Types |0 Seais
Reset
Show Numbers
] Show All
Save Markers
Load Markers
Export Image

6) Planilha dos resultados para posterior analise no software GraphPad Prism 5.0:

E Microsoft Excel - quant nucleo { Pareng. + estroma) HE excel.xls

i) arquvo  Editar  Exibi Ineerr Eormatar  Ferramentas Dados lanela  Ajuda

S E oA an 98- ame [ D0 zNZs|E==9% w3
PEEEEETEE T ENEIEY

H T T T o T kT L™ [ NT o[ PFTF

10574 540 0,000 10574 540

7588,715 0000 7588715

10625 545 0,000 10625 645

0c022 8952573 256261 B696,312
780 c01 3 8264817 564191 7710626
[ 36 [761 c01 1 7457 093 0000 7457093
[37[761c012 9617854 0000 3617854

02 9061718, 386967 9675731 &
1 Planl { Planz £ Plang / < | >
Prarto nim

B) Diferenca da &rea do corpo carotideo entre 0s grupos:
7 cortes histologicos de diferentes coloragdes foram analisados de cada animal (6 animais por
grupo), medindo-se o corpo carotideo (objetiva de 20x para a quantificacdo da area total
visualizada de cada corte. A analise da &rea foi feito usando a ferramenta "freehand
selections” e depois "mensure”, utilizando o software Image J versdo 1.4 (NIH, Bethesda,

previamente calibrada para resultado em pm?.
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1) Mensuracéo da area total do corpo carotideo de cada corte:

1

Ol =] <1+ = e VIS

5.0:
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i A i o B bl e B

..........

081 02 1027 AT
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8l 1357308 1081 01 160081 4SS
T2 133551658

REEEE

v W\ P {2 £ it/ Je &l

{
:

S Iniciar

2.5.2 Anédlise qualitativa

a) Andlise qualitativa das fibras colagenas, fibras do sistema elastico e
proteoglicanos em microscopia de luz:
Dois cortes histoldgicos de corpo carotideo (7 animais), totalizando 14 cortes por grupo,
foram analisadas. Além disso, as fibras de colageno foram observadas em microscopio de luz

polarizada adicionalmente;
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b) Anélise qualitativa das imunohistoquimicas em microscopia de Luz e da
Técnica da inducdo de Fluorescéncia por Formaldeido e Imunofluorescéncia (anti N-NOS) no
microscopio confocal de varredura a laser:

Dois cortes histologicos de CC (7 animais), totalizando 14 cortes por grupo, foram analisadas

e qualificadas de acordo com seus diferenciais;

2.6 Andlise estatistica

Os dados sdo apresentados como média e SEM (erro padrdo de média). Os dados foram
testados quanto a normalidade e as diferencas entre os grupos foram analisados segundo o
teste T- Student ndo pareado. Um valor de P < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo (GraphPad Prism versdo 5.00, San Diego, USA).
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3 RESULTADOS

A administracdo de L-NAME correlaciona-se com aumento da pressdo arterial e a
reducdo no ganho de peso no grupo LN (Gréfico 1). Os niveis de pressdo sistélica na Gltima
semana de experimento alcancaram uma média de 164,4 + 12,15 mm/Hg no grupo LN, mas
apenas 128,9 = 5,077 mm/Hg no grupo C (p <0,001). O aumento da pressdo arterial teve
inicio na segunda semana de administracdo da droga. A massa corporal teve de média ao final

da ultima semana de experimento 329,1g + 13,72 no grupo C e 285,69 £ 5,82 no grupo LN.

Presséo Arterial Sistélica

220+
2104
2004 * *

190+
180+ —e— controle

o 1704 * === | -NAME
E 160+
€ 1504
140+
130+
1204
110+
100 T T T T T T T

Semanas
Massa corporal
450+
-8~ controle
400 -= |L-NAME
= 3504
5
s 3004
s 2504
g
20C | | | | L] L] L]
O N 9 % X b 6

semanas

Gréafico 1- Andlise da pressdo arterial sistdlica (acima) e massa corporal (abaixo), durante as

6 semanas de experimento. C x LN (p<0,001).
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Na andlise morfologica do grupo LN, observou-se a alteracdo das células do
glomus caracterizadas por hipertrofia celular e vacuolizagdo do citoplasma, o que resultou na

perda de seu arranjo caracteristico (Figura 7)

Figura 7- Fotomicrografias de CC corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina. Os
colchetes indicam o glomus carotideo. As setas indicam formacdo de vacutolos no interior do
citoplasma e hipertrofia celular. (a) C; (b) LN. barra =30um

Além disso, observou-se o aumento da area do CC no LN (Gréafico 2). N&o houve
diferenca significativa no nimero total de nucleos por &rea de CC analisada entre os dois
grupos testados (Grafico 3), entretanto a redu¢do do nimero de nucleos por area de glomus

carotideo foi observado (Grafico 4).
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Gréfico 2- Diferenca de area do CC analisada entre os grupos C e LN. (* p < 0,05)

nucleos/area CC
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Gréafico 3- Quantificacdo do nimero de ndcleos totais (estroma + parénquima) entre 0s
grupos C e LN. (*p<0,05)
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Nucleos/area do glomus
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Gréfico 4 - Quantificacdo do nimero de nucleos (nlcleos das células tipo 1 e células tipo 2)
presentes por glomus carotideo. C x LN. (*p < 0,05).

A analise da coloracdo com resorcina fucsina de Weigert precedida de oxidacdo com
oxona, mostrou o aumento da coloracdo das fibras do sistema elastico no grupo LN em

relacdo ao C (Figura 8).
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Figura 8- Fotomicrografias de CC corado pela técnica de resorcina fucsina de Weigert
precedida de oxidagdo com oxona. Setas indicam fibras do sistema eléstico (fibras
oxitalanicas, elauninicas e elasticas). (a) C; (b) LN. Barra= 30 pm
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A observacdo da técnica de alcian blue mostrou maior coloragéo na matriz extracelular

e ao redor de vasos sanguineos no grupo LN em relacéo ao C (Figura 9).
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Figura 9- Fotomicrografias de CC corados com alcian blue pH 2,5. Setas vermelhas indicam
proteoglicanos na MEC. Setas pretas indicam proteoglicanos ao redor de vasos sanguineos.
(@) C; (b) LN Barra= 30 pum
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A andlise qualitativa com a coloracdo de picro sirius red revelou o aumento da

quantidade de fibras colagenas no grupo LN em relagdo ao grupo C (Figura 10).

Figura 10- Fotomicrografias de CC corados pela técnica de picro sirius red. C (a,c) X LN
(b,d). Em (c,d) Técnica de visualizagdo em microscopio de luz polarizada. Setas indicam
fibras de colageno. Barra = 50 um.
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A presenga de célula clara foi observada em microscopio eletrénico de transmisséo no
grupo LN (Figura 11).

Figura 11- Eletromicrografias de CC. Estrela indica célula Clara. (b) LN
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As observagdes usando a técnica FIF apresentaram aumento das concentracdo de

aminas biogénicas em animais LN. As aminas biogénicas estdo presentes em grandes

quantidades, dispersos pelo CC (Figura 12).

Figura 12- Fotomicrografias de CC corados pele técnica FIF e visualizadas em Microscépio
Confocal de Varredura a Laser. (a) C; (b) LN. Setas indicam vesiculas de aminas biogénicas
marcadas. Barra = 50um
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A andlise ultraestrutural mostrou o0 aumento de granulos eletrodensos e a presenca de
vacuolos citoplasmaticos no grupo LN em relagdo ao grupo C. (Figura 13).

gl
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Figura 13- Eletromicrografias de CC. Setas vermelhas indicam granulos citoplasmaticos.
Setas azuis indicam vacuolos citoplasmaticos. Estrelas indicam nucleos. (a) C; (b) LN. Barra=
2um
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A marcagdo do anticorpo anti-NF-kB foi visualizado na matriz extracelular para o
grupo C enquanto que foi também localizado na matriz extracelular e nos glomus carotideos
no grupo LN (Figura 14).

Figura 14 - Fotomicrografias de CC imunomarcados com anticorpo anti-NF-kB. Setas
indicam imunomarcacdo no glomus e asteristico indica imunomarcacdo na matriz
extracelular. (a) C; (b) LN Barra = 30pum
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A marcagdo com anticorpo anti-substancia P foi visualizada tanto no grupo C quanto
no grupo LN. Entretanto, encontrou-se mais dispersa pelo CC no grupo LN comparado com o

grupo C, visualizado em sua maior quantidade no glomus carotideo (Figura 15).
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Figura 15 - Fotomicrografias de CC imunomarcados com anticorpo anti-SP. Setas indicam
imunomarcagdo no glomus. (a) C; (b) LN. Barra = 30um
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O anticorpo anti-PGP9.5 foi visualizado nos grupos C e LN. Entretanto, sua maior
marcacao no glomus carotideo foi visualizada no grupo C quando comparado ao grupo LN.
(Figura 16).

Figura 16 - Fotomicrografias de CC imunomarcados com anticorpo anti-PGP 9.5. Setas
indicam imunomarcagao no glomus .(a) C; (b) LN Barra = 30pum
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Imunomarcacgéo para VEGF mostrou-se presente nos grupos C e LN. No grupo C, no
entanto, a marcacdo foi mais intensa nas células do glomus, enquanto no grupo LN, a

marcacdo foi visualizada dispersa pelo citoplasma e rpesente no glomus carotideo. (Figura
17).

Figura 17 -Fotomicrografias de CC imunomarcados com anticorpo anti-VEGF. Setas indicam
imunomarcacao no glomus e asteristico indica imunomarcacdo na matriz extracelular. (a) C;
(b) LN Barra = 30um
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A marcagdo com o anticorpo anti-NOS 1 , mostrou-se presente em ambos 0s grupos.

Entretanto, visualiza-se mais presente no grupo LN tanto nos glomus carotideos quanto

distribuidos na matriz extracelular (figura 18).

Figura 18 - Fotomicrografias de CC imunomarcados com anticorpo anti-NOS 1 . Setas
indicam imunomarcacdo em vasos sanguineos, estrela indica imunomarcacdo na matriz
extracelular e losango indica marcag¢ao no glomus carotideo. (a) C; (b) LN Barra = 30um.
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4 DISCUSSAO

O aumento da pressao arterial pela administracao oral de L-NAME é considerado um
dos modelos para o desenvolvimento da hipertensdo arterial sistémica. Experimentos com a
utilizacdo de ratos da linhagem Wistar foram utilizados para analise da presséo arterial
sistdlica. Estes dados mostraram o aumento da pressao arterial no grupo L-NAME em relagédo
ao grupo controle em 5 semanas de experimentacdo. Entretanto ndo houve diferenca
estatistica em relacdo a massa corporal dos animais durante o experimento. [23]. Nosso estudo
mostrou 0 aumento da pressdo arterial sistolica com diferenca estatistica entre o grupo C e LN
ja na segunda semana de experimento até a finalizagdo deste, apds 45 dias de administracao.
Além disso, foi observado a reducdo do ganho de peso nos animais do grupo LN, também a
partir da segunda semana de administracdo da droga. Nosso trabalho sugere que devido a
diferenca de acomodagdo e ao tempo diferenciado de experimentacdo dos animais ao
experimento citado, isto possa ter influenciado na reducdo do ganho de peso dos nossos
animais.

Os corpos carotideos de ratos submetidos a hipoxia crénica tiveram um aumento de
volume em relagdo ao grupo controle [67,68]. Este mesmo aumento foi observado em ratos
Nova Zelandia geneticamente hipertensos [35] e em nosso estudo. Além disso, ndo houve
diferenca estatistica no numero de nucleos totais entre os grupos estudados, mas o grupo LN
mostrou uma reducdo no numero de nucleos de células do tipo 1 e 2 em cada glomus
carotideo. O aumento da area do CC pode estar relacionado a uma alteragcdo nos componentes
de matriz extracelular e fibrose, uma vez que a analise qualitativa sugere o aumento de fibras
do sistema elastico, proteoglicanos e fibras de coldgeno. A reducdo do nimero de células tipo
1 e 2 foi caracterizado em outros estudos experimentais. [67,69]. Lopez-Barneo e
colaboradores sugerem o aumento do nimero de células do tipo 2 em modelos experimentais
de sensibilidade ao oxigénio, possivelmente devido a presenca de células progenitoras do CC
[69]. Uma explicacdo para a diferenca nos resultados entre os achados de Lopez-Barneo e
colaboradores com o nosso estudo pode ser devido ao tempo de experimento diferenciado
entre os dois modelos experimentais.

Estudos em pacientes com apnéia obstrutiva do sono e morbidade cardiovascular,
especialmente hipertensdo arterial sisttmica, mostraram um aumento significativo na
producdo e circulagdo de catecolaminas durante a apnéia [70,71]. A inibigdo da enzima oxido
nitrico sintase aumenta a descarga quimiossensora do CC, levando a reducgéo da passagem de

ions como potassio, que geram a despolarizacdo de membrana e, consequentemente, 0
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aumento da atividade simpéatica através da liberacdo acelerada do conteddo de
neurotransmissores, em especial de aminas biogénicas, encontradas no citoplasma das células
tipo 1 [72,73]. Nosso estudo mostrou um aumento da concentracdo de aminas biogénicas no
CC do grupo LN. Através das eletromicrografias, certificou-se o aumento desses granulos no
citoplasmatica do grupo tratado com L-NAME, sugerindo o aumento da producdo desses
neurotransmissores, aumentando a atividade simpética e regulando a pressdo do sangue, como
ocorre nos distarbios do sono e hipdxia [74,75].

O NF-kB € responsavel pela transcricdo do DNA. Este fator € encontrado em varios
tipos celulares e estdo diretamente envolvidos na resposta celular a um estimulo diferenciado.
Estudos com modelos de hipdxia cronica revelaram a hipertrofia das células tipo 1 do corpo
carotideo [76]. Com o0 aumento da expressao de NF-KB em nosso experimento, sugerimos que
o fator de transcricdo esta relacionada com hipertrofia dessas células.

Células Tipo 1 produzem a substancia P, um neurotransmissor que pode atuar como
um modulador da transmissdo excitatoria. Experimentos com exposicao a hipdxia no periodo
de quatro semanas, mostraram 0 aumentado da demanda desse neurotransmissor, sugerindo
que as fibras nervosas do receptor de substancia P estdo envolvidos na resposta
Oxido nitrico sintase durante 6 semanas exibiu, em nosso estudo, 0 aumento da marcacdo para
substancia P. Isto pode sugerir que o neurotransmissor esta sendo utilizado para estimulo
guimiossensor e um importante vasodilatador cujo o objetivo é aumentar a circulacdo
sanguinea e manter em niveis basais a quantidade de oxigénio que chega aos tecidos, mesmo
em condi¢des patoldgicas.

O produto do gene da proteina 9.5 foi descrito nas células tipo 1 [80]. Nosso trabalho
sugere a reducdo desta no glomus do CC, sugerindo que existe uma reducdo do processo de
deubiquitinacdo, ou seja, reducdo da degradacdo de proteinas no grupo hipertenso em relacao
ao controle que poderia estar sugerindo um acumulo de proteinas desnecessarias para 0
funcionamento do CC.

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) é um sinal quimico produzido
pelas células que aumenta a vascularizacdo restabelecendo o fornecimento de oxigénio aos
tecidos quando ocorre diminuicdo do fluxo sanguineo [81,82]. Nosso experimento mostrou o
aumento da producdo de VEGF pelas celulas e sua dispersdo pela matriz extracelular no
grupo dos animais hipertensos. Estes resultados sdo semelhantes aos resultados de
experimentos em ratos expostos a hipoxia cronica, onde foi sugerido o aparecimento de uma

precoce angiogénese no corpo carotideo [10].
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Além disso, um possivel aumento da expressdo da enzima produtora do vasodilatador
Oxido nitrico estad sendo mostrada em nosso trabalho. A nNOS ou NOS 1 é encontrada em
axonios do CC e esta diretamente relacionados com as células tipo 1 e 0s vasos sanguineos,
sendo o oxigénio do sangue usado como co-fator para a sintese do 6xido nitrico neuronal [83].
Estudos mostraram que a atividade da enzima oOxido nitrico sintase (NOS) foi
significativamente menor em um ambiente com baixa pO, em relacdo a um ambiente
controle. A atividade quimiossensora in vitro mostrou-se aumentada de forma dose-
dependente em resposta a L-omega nitro-arginina (L-NNA), um inibidor da atividade da NOS
[84]. Nosso estudo sugere um aumento da atividade da NOS neuronal na presenca do inibidor
L-NAME, possivelmente pelo um aumento de descarga neurotransmissora, reduzindo os

efeitos do aumento de pressdo causados pelo L-NAME.
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5 CONCLUSAO

Nosso experimento conclui:

a) Ocorréncia de alteracGes dos seguintes componentes da matriz extracelular:
a.1 Fibras do sistema elastico;
a.2 Proteoglicanos;

a.3 Fibras colagenas;

b) Seguintes alteracGes foram observadas em microscopia Otica e eletronica;

b.1 Aumento da area do corpo carotideo no grupo LN;

b.2 Reducdo do nimero de ndcleos no glomus carotideo no grupo LN;

b.3 Aumento de granulos eletrodensos no grupo LN;

b.4 Aumento da expressao de componentes celulares: NF-kB, SP, VEGF, nNOS no
grupo LN.

b.5 Reducdo da expressao do componente PGP 9.5 no grupo LN.

c) Sugere-se que as alteragdes descritas se assemelham as seguintes descritas em hipdxia:

HIPOXIA HIPERTENSAO

-Aumento do volume do CC,; -Aumento da area do CC;

-Aumento da producdo de VEGF e | -Aumento da producdo de VEGF e
SP; SP;

-Aumento de componentes da matriz | -Aumento de componentes da matriz
extracelular; extracelular;

-Redugdo do numero de células no | -Reducdo do nimero de nucleos de

glomus carotideo. células no glomus carotideo.
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ANEXO A- Protocolo coloragdo Hematoxilina e Eosina — rotina

1. Desparafinar

2. Hidratar até agua destilada

3. Hematoxilina

4. Agua corrente

5. Eosina

6. Agua destilada

7. Desidratar

8. Clarificar

9. Montar lamina
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ANEXO B- Protocolo de coloragdo: Resorcina fucsina de Weigert com oxidagéo
(monopersulfato de potéssio).

Desparafinar;

Hidratar até 4gua destilada;

Monoperssulfato de potassio 10 % (1 hora a 37°);
Lavar em agua destilada;

Desidratar até alcool 90%;

Resorcina fucsina de Weigert (20 minutos);
Diferenciar em alcool 90%;

Diferenciar em alcool 70%:;

© ©° N o gk~ w DN

Lavar em agua destilada;

[EEN
o

. Orange G (10 segundos);

[EEY
[EEY

. Agua destilada;

[EEN
N

. Desidratar;

[HEN
w

. Clarificar;

[EEN
N

. Montar lamina.



ANEXO C - Protocolo de coloragao: Picro Sirius Red

© 0 N o g b~ w0 DR

e N o o o
g D w N Bk O

Desparafinar;

Desidratar;

Permanganato de potassio (2 minutos);
Acido oxalico 1% (1 minuto);

Lavar em agua destilada;

Alcool 70%;

Resorcina fucsina de Weigert (45 minutos);
Agua destilada (10 minutos);

Diferenciar em alcool-acido;

. Agua destilada (10 minutos);
. Picro-sirius red (1 hora);

. Lavar em &gua destilada

. Desidratar;

. Clarificar;

. Montar a lamina.
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ANEXO D - Procotocolo de coloragdo: Ancian Blue

Desparafinar

Hidratar

Corar com Alcian BLue pelo respectivo pH
Lavar com solucdo tampdo no respectivo pH
Lavar co agua corrente

Lavar com agua destilada

Corar com Safranina O

Desidratar

© © N o gk~ w DN

Clarificar

. Montar a lamina.

[EEN
o

Tampéo pH 2,5:
30mL de HCL 1N + 13,89 de fosfato de sodio monobéasico em 1L de agua destilada

Alcian Blue pH 2,5:
1g de Alcian Blue em 100mL de &cido acético 3% (100mL)
(acido cloridrico 0,1N: 8,35mL de HCL +91,65mL de agua desilada.



ANEXO E- Protocolo inducéo de fluorescéncia por formaldeido

1. Desparafinar;

2. Encubar em Xilol puro (2 horas);

3. Montar Lamina
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ANEXO F - Processamento Microscopia eletronica

Fixacao Glutaraldeido ( 2,5%)

1. Tampao Cacodilato 0,1Molar
2. Pos-fixagdo com tetroxido de 6smio
3. Lavagem tampao cacodilato 0,1M
4. Desidratacdo com acetona

30%

50%

70%

90%

100%

100%

5. Infiltracdo

Acetona: Epon

2:1
1:1
1:2

6. Incluséo em resina Epoxi.
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ANEXO G- Aprovacdo do Comité de ética e pesquisa para cuidado e uso de animais
experimentais, Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

S,

P & %

g UERJ B = Institute

% W "e UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO I ru iebsiga
fsyen INSTITUTO DE BIOLOGIA ROBERTO ALCANTARA GOMES 2::;:""'

COMISSAO DE ETICA PARA O CUIDADO E USO DE ANIMAIS EXPERIMENTAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® CEA/257/2008 sobre "Remodelamento das
artérias caréotidas em modelos de hipertensao genética de rato: possivel
correlagdo morfofuncional com o corpo carotideo”, sob a responsabilidade de
Jorge José de Carvalho, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagéo
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo Animal (COBEA), tendo
sido aprovado pela Comissdao de Etica Para o Cuidado e Uso de Animais
Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ (CEA), em
17/12/2008. Este certificado expira em 17/12/2012.

Rio de Janeiro, 17 de Dezembro de 2008.
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