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ABSTRACT

In order to understand the alterations caused by
atherosclerosis is necessary to know the normal morphology of the

arteries. According to the literature the smaller curvature of

the aortic arch is a predisposing area for the  development of
atherosclerosis.
The main purpose of this thesis is to describe the

morphological findings, comparing the smaller curvature in normal
rabbit aortic intima, using both light and electron microséopy,
with the greater curvature of the same arch, used as control.

Ten adult, male, New Zealand rabbits, five to six months
of age, were studied. Seven of them received Evans blue dye in
the ear vein, three hours before perfusion with Karnovsky fixative.
Samples from both curvatures were embedded in paraffin or in
Araldite, for light or transmission electron microscopy.

The pattern of the "in vivo' Evans biue intimal wuptake
observed in this study was weak and poorly delimitated, but it
was similar to that reported by other authors., The stained areas
were mainly localized in the ascendent aorta and in the smalyer
curvature of the arch.

No differences were observed in the morphology  of the
two curvatures of the aortic arch, or between blue or white areas
by either light or transmission electron microscopy.

From this, we may conclude that: 1) the different in-
timal permeability of the adult rabbits to Evans blue dye can
not be explained by morpheological methods éuch as those used in
this work. It must be a physiological property and not a

pathological one; 29) as the internal elastica lamina in the



aortic arch is not easily delimitated, we could propose that it
is not a static structure but a dynamic one, which can change
position in the arterial wall with growth and with age; 3°9) the
diffuse intimal thickening cannot be seen as an early atheroscle-
Tosis lesion but it must be part of the normal development of the
arterial wall; 4%) there are different types of cells i.: in the
subendothelial region which were characterized as: smooth muscle
cell, fybroblast, monocyte and multifunctional mesenchimal cell;
5¢) there are no morphological differences between the smaller
and the greater curvatures of the aortic arch., Then, the explana
tion that 1ipid deposits start early in the smaller curvature is
not morphological. It must be related to the functional conditions

of the blood stream in this area.



[ - INTRODUGAD

E a aterosclerose a mais importante, a mais comum e a
de patogénese mais controvertida das doengas arteriais. E univer-
sal e representa a principal causa de morte em paises ou regides
socio-economicamente mais desenvolvidas (McGill Jr ef afii, 1968;
Tejada et afii, 1968; Montenegro e Iabuki, 1969),

A.imensa literatura que existe sobre o assunteo enfatiza
que ainda & pouco conhecida a verdadeira natureza da aterosclerose.

Conceituamos aterosclerose como uma das variantes da ar
teriosclerose, termo genérico que significa endurecimento da pare
de da artéria. A definicdo de aterosclerose, de forma descritiva,
ja demonstra a sua complexidade: & a doenga arterial fundamental-
mente degenerativa onde existe uma combinacdo variavel de altera-
c¢oes da intima (depdsitos de lipides, cdlcio, hidratos de carbono
e outros produtos do sangue), com fendmenos patoldgicos reparado-
res ou progressivos como a fibrose, associados com alteracbes da
média (Luginbithl et afif, 1977). E difusa no sistema arterial nas
artérias de grande e médio calibre sem, entretanto, comprometd-las
em igual intensidade.

Desta forma € imprescindivel para o melhor entendimento
desta doenga complexa, o estudo detalhado das caracteristicas ana
tomicas e funcionais das artérias normais, bem como os diferentes
estagios do seu desenvolvimento, tentando se buscar um limite en-
tre as alteragles que seriam fisiolOgicas para a parede do vaso,

daquelas realmente patoldgicas.

MORFOLOGIA DAS ARTERIAS NORMAIS

A circulagdo sistémica comega na valva adrtica e percor



re todos os tecidos do corpo com vasos de luz progressivamente de-
crescente e de espessura da parede cada vez menor. De uma maneira
simplificada e geral, todas as art&rias possuem histologicamente
a parede constituida por 3 camadas: a intima, a média e a adventi
cia., A intima ou camada interna & fina e margeada na face luminal
pelas c€lulas endoteliais e¢ limitada da médig por um feixe de fi-
bras eldsticas conhecido como membrana eldstica interna. Logo abai
xo do endotélio encontramos a membrana basal, melhor visualizada
em microscopia Optica (MO) nas coloragdes pela prata e para as gli
coproteinas (PA-Schiff). Em microscopia eletrdnica (ME), na regido
correspondente d membrana basal existe uma fina e delicada camada
descontinua de material pouco denso aos elétrons, denominada de
lamina basal. Muitas vezes os termos membrana basal e 1imina basal
sa0 empregados como sindnimos, o que deve ser evitado pois a mem-
brama basal € uma estrutura descrita e¢m MO e nao corresponde exa-
tamente d fina lamina basal, observada em ME. Os constituintes da
lamina basal reconhecidos em estudos imuno;histoqufmicos incluem
fibras colagenas, dos tipos IV e V, glicoproteinas, laminina e fi
bronectina, provavelmente produzidas pelas prdprias células endo-
teliais (Simionescu e Simionescu, 1984). Entre o endoté€lio e a mem
brana elastica interna destaca-se a regido subendotelial onde h3
fibras coldgenas, eldsticas, substincia fundamental (proteoglica-
nas) e poucas cé&lulas (musculares lisas e c&lulas indiferenciadas),
presentes desde o nascimento (Ross e Glomset, 1976) mas que com a
idade vao aumentando em nimero em todo o perimetro da artéria, de
maneira geralmente uniforme, constituindo o ¢éspessamento intimal
difuso (Geer e Haust, 1972).‘

A média forma o principal componente estrutural da pare
de da artéria e cont&m fibras musculares lisas separadas por ele-
mentos do tecido-conjuntivo em quantidade variada: fibras eldsti-

cas, colagenas e proteoglicanas, O termo artéria elastica € apli-



cado aos vasos nos quais as fibras eldsticas formam o componente
principal da média, intercalando-se com as fibras musculares 1i-
sas. Tal estrutura & observada nas artérias de maior calibre como
a aorta, cardtidas e iliacas comuns. Nas artérias musculares, a
média consiste principalmente de células musculares lisas e as fi
bras elasticas sfo em menor quantidade e concentradas principalmen
te nas membranas elasticas interna e externa. As artérias muscula
res sio menos calibrosas que as eldsticas e também sdo chamadas de
artérias de distribuicdo.

" A adventicia ou camada externa & formada de fibroblastos,
fibras colagenas, el@sticas, proteoglicanas, nervos e vasa-vasorum.
Fica separada da média por uma camada mais nitida de fibras elds-
ticas, ou seja, a membrana elastica externa. |

Esta divisio em camadas aparentemente simples ndo &, na
pratica, t3o facilmente conseguida pois as camadas ou tlnicas ndo
sdo sempre tao nitidamente delineadas, principalmente nas artérias
elasticas (Ham, 1970). Desta forma, para a caracterizagdo da inti
ma precisamos definir o que € a membrana eldstica interna (MEI) e
isto ndo esta claramente situado na literatura. Segundo Berminghoff
et afii, em 1930, nas artérias eldsticas como a aorta, o limite en
tre a intima e a média & dificil ou pode faltar em certas areas,
devido as dificuldades em se reconhecer a MEI que se confunde ou
com as lamelas eldsticas da média ou com as da intima. Por outro la
do, Biering e Kobayasi, em 1963, conceituam a MEI como sendo a pri
meira lamela elastica mais espessg, separando a intima da média.

Para outros autores (Geer e Haust, 1972 e Stout e Thor=-
pe, 1980) ha variagdes no aspecto da MEI das grandes artérias e
com a idade e o espessamento intimal difuso, a MEI pode desapare-
cer e ser substituida por fibras elidsticas mais finas, mais densa

mente dispostas.



RELAGAO ENTRE ESTRUTURA E FUNGAO

A parede da artéria ndo € um conduto passivo mas € um or
gdo altamente reativo (Campbell e Chamley-Campbell, 1981). Seus
componentes (fibras musculares lisas, fibras eldsticas, colageno e
glicosaminoglicanas) juntos formam unidades funcionais integradas
e complexas. A proporgdo dos componentes varia conforme as deman-
das necessirias de cada vaso especifico, Numa artéria elastica co
mo a aorta, uma das principais funcGes € manter uma pressio hidros
tatica relativamente alta dentro do sistema arterial, através do
ciclo cardiaco. As artérias proximas do coracdo sio distendidas du
rante a sistole e, pela sua elasticidade, durante a diastole, ser
vem como uma bomba acessdria para propulsar o sangue, mantendo um
fluxo continuo, apesar das contracdes do coracao serem intermiten
tes (Campbell e Chamley-Campbell, 1981), Isto € conseguido pela
presenga da elastina nas lamelas elasticas.

Nas artérias musculares, os elementos predominantes na
constituigdo da camada média sfo as c&lulas musculares lisas, que
alteram ativamente o diametro do vaso para regular o volume de
sangue necessario ao funcionamento do Srgac ou tecido.

Desta forma, notamos que realmente existe uma relagdo en
tre a estrutura e a fungao dos elementos da parede arterial e, em
condigdes normais, estes elementos estdo em un equilibrio dinfmico.

Qualquer alteragao nas demandas funcionais sofridas pela
aorta, devera levar a um remodelamento da estrutura da parere a par-
tir dos seus elementos constituintes. Assim, situacSes como  por
exemplo, as de crescimento da artéria ou de hipertensdo levam conse
quentemente a adaptagdes na estrutura arterial, de causas fisioldgi
cas ou patologicas, respectivamente {Campbell e Chamley-Campbell,1981).

Durante o crescimento e desenvolvimento, o diametro das

grandes artérias aumenta muito (cerca de quatro vezes o do nasci-
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mento), bem como a espessura de parede arterial (cerca de duas vezes).
Esse aumento de espessura da parede € principalmente devido a dois _
mecanismos: 1° aumento do nimero e tamanho das unidades funcionais |
e 2%} formagdo de uma camada miusculo-elastica dentro do espago sub
endotelial ( Benninghoff ef afii, 1930, Campbell e Chamley-Campbell, 1981).
Esta camada esta presente desde o nascimento, e € constituida de
fibras elasticas, poucas fibras musculares lisas (Vellicam, 1974: Yo-
shida et alil, 1980} e substancia fundamental; e com a idade o seu desen
volvimento progride de maneira a formar o chamado espessamento in
timal difuso fibro-muscular do adulto, que pode atingir até um quinto
de espessura total da parede, na aorta abdominal (Campbell e Cham
ley-Campbell, 1981).

Numa condigfo patoldgica como a hipertensdo, a parede da
aorta & sobrecarregada e surgem respostas adaptativas e esta condigdo:
espessamento acentuado e precoce da intima (Cabbiani et afii, 1979;
Haudenschild et alii, 1981) e da média (Olivetti et afii 1982 Choba
nian, 1983). Estudos histoldgicos e bioquimicos demonstraram que es
tes espessamentos sao devidos a malor quantidade de fibras muscula-
res lisas, fibras eldsticas, colagenas e glicosaminoglicanas (Camp
bell e Chamley~-Campbell, 1881}.

Portanto, que tanto em condigdes fisioldgicas como pato
logicas pode haver um espessamento intimal e a avaliagdo deste €s
pessamento € muitas vezes dificil (Tracy et afii, 1979), pois o

limite entre o normal e o patologico, nio & preciso.

ESPESSAMENTO INTIMAL DIFUSO

0 espessamento intimal difuso (Geer e Haust, 1972) também €
conhecido por outros nomes na literatura: alteragoes do desenvolvimento,
do crescimento (Woolf, 1978, Restrepo et alii, 1979) do envelhecimento  ou

ainda como parte inicial dos processos de aterosclerose (Wilens,1951).
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Como podemos observar sdo varias formas de interpreta-
c¢do para o mesmo quadro histolégico de espessamento.

Segundo Geer e Haust, (1972), as alteragdes que se des
crevem como do envelhecimento, comegam a surgir logo apos o nasci
mento ou na infancia e, seriam melhor estudadas como parte do de-
senvolvimento e maturagao da parede arterial., Estes autores afir-
mam que tem sido demonstrado, em estudos baseados em grande nime-
To de artérias, de varias idades, que as vezes, as manifestacgdes
mais precoces deste espessamento intimal podem comegar focal ocu
multifocalmente, ao invés de difusamente e, com o tempo, estendem-
~se por toda ou quase toda a circunferéncia do vaso. A proporgio
com que o espessamento intimal difuso progride varia em indivi-
duos da mesma idade, varia de uma artéria para outra, em diferen-
tes niveis da mesma artéria e em diferentes locais circunferen-
ciais de uma dada artéria. Enquanto este processo, caracterizado
pelo desenvolvimento de camadas & basicamente o mesmo em qualquer
artéria, sua intensidade e a sua morfologia podem variar conforme
a estrutura e a fungdo da artéria em questdo, e de seus segmentos.

Assim, as variacdes do normal podem ser muitas, dai a
necessidade do estudo da morfologia normal nio so0 de artérias in-
dividuais como também de trechos varios ao longo do seu percurso.

Qutros estudos que mostram estas areas de espessamento
intimal como locais de predisposicdo as lesdes de aterosclerose
demonstram que em condigoes normals, a parede da aorta e de ou-
tras artdrias nio apresenta em toda a sua extensdo a mesma espes-
sura, ou seja, ha areas de espessamentos focais espontaneos da in-
tima tanto no homem {Lopes de Faria, 1965a, Jorgensen et alid,
1972), como em varios animais estudados (Moss e Benditt, 1570
Lopes de Faria e Faria, 1971 , Stemerman e Ross, 1972; Gerrity et

afii, 1977; Scott et afii, 1979), Estes espessamentos da intima



sao espontaneos, focais e atribuidos as dreas que sofrenm maior
tensao pela corrente sanguinea (Jorgensen et aldii, 1972; Choba-
nian, 1983). Estas areas localizam-se, em diferentes animais,prin
cipalmente no arco aortico e em torno de 6stios de ramos (Bell
et alii, 1972). Tais areas ainda possuem outras propriedades par-
ticulares como a captagdo focal de corantes vitais como o azul de
Evans e azul de Trypan (Bell et alii, 1972, Caplan e Schwartz, 1973;
Stehbens, 1§78), maior permeabilidade a albumina (Bell, Adamson e
Schwartz, 1974), ao fibrinogénic (Bell, Gallus e Schwartz, 1974) e
colesterol marcados com isGtopos radioatives (Bell et afidl, 1975,
Somer e Schartz, 1971 e 1972).

Em microscopia Optica estas dreas de espessamento Sio
constituidas de fibras colagenas, elasticas, c8lulas musculares 1i
sas e células indiferenciadas, de natureza discutivel, segundo
Vellican,

A importancia de tais areas de espessamento ao longo da
parede arterial vem do fato de que sdo locais de maior predilegio
para as lestes iniciais da aterosclerose.

Em animais com dietas aterogénicas esclercsantes, Schenk
et afii, (1966) observaram deposicgdo lipidica nestes locais de es
pessamento intimal espontaneo, em coelhos. Em 1971, Lopes de Fa-
ria e Faria demonstraram a importancia destas adreas espessadas pa
ra a depcsigdo lipidica na aorta de coelhos submetidos a leve hi-
percolesterolemia de curta duragao. Encontraram em estudos de mi-
croscopia Optica que tais areas no coelho correspondiam principal
mente as regides da curvatura menor do arco adrtico ou seja, a
parte convexa voltada para a luz, aorta ascendente, aorta toraci-
ca descendente e aorta abdominal, em ordem decrescente de frequén
cia para o acumulo lipidico.

Alguns trabalhos, em microscopia eletrdnica, sobre le-



8
sces arteriais aterosclerdticas em animais surgiram na literatura
a partir de 1958 (Buck, 1958; Bierring e Kobayasi, 1963; Parker,
1960, Pease e Paule, 1960, Yamamoto, 1962, Luft, 1963).

Desde entado, um grande nimero de pesquisadores vem se
preocupando em estudar em microscopia eletrdonica a constituicio
normal da intima das artérias de diferentes animais, tentando ex-
plicar as areas de espessamento intimal nos normais ¢ nos submeti
dos a diferentes condigoes patoldgicas como: lesdo mecanica do en
dotélio (Minick et af4ii, 1979), hipertensio {Kojimara et al44,1971;
Svendsen, 1981), dietas hiperlipidémicas (Svendsen, 1978, 1979) ,
hipoxia (Constantinides e Robinson, 1969; Kjeldsen e Thomsen,1975),

etc..,

Os aspectos normais do endotélio (Majno e Joris, 1978 :
Escoubet e Dosne, 1979), das jungles endoteliais (Schneeberger e
Lynch, 1984), das lesdes endoteliais iniciais ou acentuadas (Ts'ac
Chung-hsin, 1970, Asano et afi{, 1979; Svendsen e Tindall, 1981
Garbarsch et afii, 1982; Joris et afil, 1982), a composigac do es
pago subendotelial (Robert et afii, 1971; Spaet et alii, 1574;
Somlyo, 1975; Rucker e Tinker, 1977; Urry, 1978; Legrand et afidi,
1979), foram e continuam sendo intensamente estudados e tém forne
cido informagOes para o entendimento da normalidade e das formas
de reagdo da parede arterial frente aos diferentes estimulos.

Apesar das descrigGes serem morfologicamente semelhan-
tes, nem sempre as interpretacgOes sdo concordantes.

Um dos problemas criticos & o da caracterizagio da natu
reza das células do espago subendotelial, suas propriedades, sua
relagao com os elementos fibrosos (fibras coldgenas e eldsticas)e
a partir de que cE&lulas precursoras elas se originariam. Em estu-
dos de microscopia optica, Lopes de Faria (1970) conclui que as

células do espessamento intimal provém de multiplicagfo de célu-



g
las existentes na propria intima (fibras.musculares lisas ou célu
las indiferenciadas). Segundo Hassler, em 1970, em estudos cém au
torradiografia, as c€lulas do espessamento intimal sfo provenien-
tes da média e do préﬁrio endot&lio, como também Kojimara et aldid,
(1971) sugerem em estudos com microscopia eletrdnica. Webster
ot afii, (1974) estudando através da timidina tritiada conclui-
ram que as células intimais sdo de trd8s tipos basicos: fibras mus
culares lisas tipicas, musculares lisas modificadas e células in-
diferenciadas.

Para a maioria dos autores, em trabalhos de microscopia
eletronica, as células proliferadas na intima sio principalmente
fibras musculares lisas que proviriam da camada média a partir de
fenestracoes da membrana elastica interna (Imai et alidi, 1870 ;
Poole et afii, 1971; Stemerman e Ross, 1972; Spaet et alil, 1975;
Stetz et afdii, 1979; Haudenschild et afii, 1981; Fuzese ef alid,
1982; Thomas e Kim, 1983). Por outro lado, muitos autores estudam
quais os estimulos necessarios para haver esta migragdo e prolife
ragdo celular na Intima. Lopes de Faria mostrou em numerosos tra-
balhos experimentais no coelho, que tanto a intima da aorta (1955 )
como a das artérias corondrias {(1962), apresentam um espessamento
hiperplasico secundario a necrose da média. Tal espessamento foi
estudado em suas diversas fases evolutivas. Também no homem .Em
cardiopatias ciandticas (1961), nos espessamentos espontidneos da
aorta ascendente (1965a) e nas arteérias coronarias (1968), os es-
pessamentos da Intima estavam nitidamente relacionados com as le-
soes da camada média.

Dentre as teorias mais recentes sobre a aterogénese, a
partir da década de 70, a hipdotese de resposta a lesdo endotelial
tem sido grandemente investigada (Bjorkerud, 1972; Ross, 1976, 77, 79;

Niewiarowski e Rao, 1983)., Segundo ela, a perda da integridade
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endotelial & o primeiro estimulo desencadeador de um longo proces
so que envolve aglutinagdo plaquetdria, liberagfo de fatores mito
génicos pelas plaquetas e substdncias relacionadas 3 prostaglandi
nas, com consequente proliferacdo de células musculares lisas na
intima (Niewiarowski e Rao, 1983). A repeticio continuada deste
processo de lesao endotelial levaria ao espessamento intimal, pre
cursor das lesOes aterosclerdticas.

T;abalhos de Svendsen, em 1979 e 1981, em coelhos subme
tidos a hipercolesterolemia aguda por 2 dias ou & hipertensdo res
pectivamente, demonstraram sinais de lesdo focal do endot&lio, prin
cipalmente nas regides da pequena curvatura do arco adrtico e por
¢do distal das artérias intercostais. Explicam tais localizagGes
das lesGes como consequentes as forgas mecdnicas da corrente san
guinea especificas de regilGes de curvaturas, associadas aos esti-
mulos patogénicos.

Em 1981, Kjeldsen e Thomsen estudaram a ultra-estrutura
da intima da aorta de coelhos normais, em focos de captacio do co
rante azul de Evans. Tais focos estavam localizados principalmen-
te no arco adrtico e O0stios de ramos da aorta tordcica. Nio estu
daram separadamente a curvatura maior e a menor do arco aortico.
As areas selecionadas para o exame foram as coradés de azul, com-
parando-se com as nao coradas. Encontraram diferengas morfoldgi-
cas entre as areas coradas e nao coradas. Segundo a sua interpre-
tagao, tals diferengas decorreriam de processos regenerativos o-
corridos nas area submetidas a maior lesdo pelo fluxo hemodindmi-

co normal.

OBJETIVOS DO PRESENTE TRABALHO

Partindo-se de todos estes dados da literatura e toman
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do-se como base o trabalho de Lopes de Faria e Faria de 1971, que
encontra os primeiros depdsitos lipidicos em areas de espessamen-
to intimal, localizados na regido da pequena curvatura do arco

adrtico, pretendemos:

1) descrever em coelhos adultos normais os aspectos mor
fologicos em microscopia Optica e eletrdnica da intima, desta drea
que no trabalho citado, foi a primeira a sofrer o deposito lipidi

co {curvatura menor do arco adrtico).

2) comparar os dados morfoldgicos da Intima da curvatu-
ra menor com os da curvatura maior do arco adrtico, que  servirid

como area controle,

3) avaliar o comportamento da coleragdo vital da inti-
ma do arco adrtico pelo azul de Evans com especial atencgido a area

em que se inicia o depdsito lipidico, em coelhos normais.

4) conceituar a membrana elastica interna no arco adrti

co, elemento fundamental para a definigdo do espessamento intimal.

5) estudar a composigdo do espessamento intimal em am-
bas as areas, para saber se na Intima normal ja ha diferenga mor-
folfgica entre a area predisposta e a ndo predisposta ao depdsito

lipidico, de grande importancia na aterogénese.
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[I - MATERIAL E METODO

Estudamos 10 coelhos albinos da raga Nova Zelandia, de
otima procedéncia (granja Selecta, em Itu), machos, adultos, com
5 a 6 meses de idade, pesando de 3 a 4 kg. Foram alimentados com
ragdo comercial para coelho, adicionada de folhas verdes, e dgua
@& vontade.

Os animais foram divididos em 2 grupos: grupo A, com 7
animais, que receberam injegdo intra-venosa do corante azul de
Evans e grupo B, com 3 animais que nao receberam ¢ corante. O mo-
tivo desta divisdo em 2 grupos foi para verificar se havia altera
goes morfoldgicas provocadas pelo corante,

0 azul de Evans {art, 3169 - Merck) foi injetado na veia
da orelha, numa solugdo a 0,5% em soro fisioldgico, numa dose de
3 ml/kg de peso, cerca de 3 a 6 h antes do processo de fixacgao
por perfusdao (Kjeldsen e Thomsen, 1981).

Passado este tempo, 05 animals foram anestesiados e em
seguida, submetidos a fixacdo pelo método da perfusao,

Testamos varias drogas anestésicas (barbitGricos, ureta
na) e conseguimos os melhores resultados através da combinagdo de
Neozine (levopromazina)}, na dose de 1 mg/kg de peso, e Rohypnol
{(flunitrazepam) na dose de 0,01 mg/kg de peso, ambos pela via in-
tra-muscular, como pré-anestésicos. Depois de 15 a 20 minutos os
animais receberam Ketalar (cloridrato de Ketamina), na dose de
10 mg/kg de peso, também intra-muscular,

Depois de anestesiados, os animais foram imobilizados
numa goteira (Figura 1) para abrir a cavidade toriacica e expor a
area cardiaca. Em seguida, abertura do saco periciardico e coloca-

¢do da c@nula de perfusdo, com cerca de 3 mm de didmetro, na pon-
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Fig. 1 - Esquema do processo de fixagao por perfusfo a pressdo de 80mm de Hg,
que corresponde a uma coluna liquida do fixador com 108cm de altura.
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ta do ventriculo esquerdo, perfurado com uma tesoura. Clampeamos
a aorta toracica na altura do diafragma e abrimos o dtrio direito
para escoar o liquido de perfusdo, ap0ds ter circulado no sistema
arterial e voltado ao coragao, |

0 fixador perfundido (Haudenschild et afii, 1972), foi
a solugdo de Karnovsky (Karnovsky, 1965) modificada,numa pressao
de 80 mm de merclurio, por cerca de 10 a 15 minutos. Tal pressdo
de perfusio foi conseguida através de uma coluna 1iquida do fixa-
dor com 1,08 m de altura (Fig. 1). O volume de fixador gasto para
cada animal foi de aproximadamente 600 ml., Com o passar do tempo,
o liquido que escoava pela abertura do atrio, de inicio sanguino-
lento, se tornava incolor.

Terminada a perfusac, o coragao com a aorta foram reti-
rados juntos cuidadosamente, e imersos no fixador.

Em seguida, abrimos com uma pequena tesoura a aorta em
toda extensio pela parede anterior para examinar a Intima e reti-
rar os fragmentos, Nos animais que receberam o corante azul de
Evans, descrevemos e esquematizamos os achados macroscoOpicos (Fi-
gura 2.

Os fragmentos processados tanto para a microscopia opti
ca quanto para a eletrdnica foram retirados através de corte trans
versal a luz do vaso, de 4 diferentes regifes: a) aorta ascenden;
te, b} curvatura menor do arco adrtico, c¢) curvatura maior do ar-
co adortico, d)} inicio da aorta toracica descendente, Sempre toma-
mos o cuidado de retirar os fragmentos fora e longe dos orificios
de ramos. O niimero de fragmentos retirados de cada drea para a mi
croscopia variava, sendo cerca de 2 para a Optica e 5 para a ele-
tronica.

Nossa drea de estudo para exame pormenorizado no micros-

copio eletronico foi a curvatura menor do arco adrtico pois foi
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ai que ocorreu o depdsito lipidico mais precocemente (Lopes de Fa
ria e Faria, 1971). Como area-controle foi usada a curvatura maior
do arco adrtico que, no mesmo trabalho jd citado ndo apresentou o
deposito lipidico precoce. 0s outros fragmentos foram incluidos e
nao cortados.

Os fragmentos para microscopia Optica foram colocados,
logo apds retirada,em formalina para o processamento comum e€m cor-
tes por incluéﬁo em parafina. Foram corados pela hematoxilina-eo-
sina, azul de toluidina.e pelo Weigert-van-Gieson. A nivel &pti-
co estudamos a intima, distinguindo-a da média através do reconhe
cimento da membrana elidstica interna (MEI}. Usamos o conceito de
Biering e Kobayasi (1963), que reconhe;em come MEI a primeira la-
mela elastica mais €5pessa  que surge na parede do vaso a par-
tir do endotélio.

0 processamento para a microscopia eletrdnica foi feito

do seguinte modo (ver os pormenores t&cnicos no apéndice) :

A) Fixagdo: 1°) em Karnowsky por 2 h; 2°) em tetrdxido
de &smio a 1% por 2 horas; 3°) em acetato de uranila a 0,5% por

perfodo de uma noite,
B} Desidratagdo: em acetona, a temperatura ambiente,

C) Inclusdo: em Araldite, na composig¢do citada no apén-

dice.

D) Cortes semi-finos: obtidos com navalha de vidro no
ultra-microtomo Sorvall, modelo MT-2B, tendo os cortes aproximada
mente 0,5 um de espessura (o que corresponde a coloragio esverdea
da). Foram corados pelo azul de metileno e fucsina basica { Huber
ez.aﬁii, 1968; Humphrey e Pittman, 1974) ou apenas pelo azul de

metileno - azur II. Estes cortes foram examinados ao microscopio
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optico, onde descrevemos os aspectos encontrados e selecionamos os
melhores blocos para os cortes ultra-finos. Conseguindo-se distin
guir a MEI em nivel Optico, poderemos avaliar as dreas de espessa
mento intimal e estes dados obtidos serio transportados para o es
tudo posterior das fotos de microscopia eletrdnica dos respecti-

vos blocos examinados nos cortes semi-finos.

E)  Cortes ultra-finos: com o ultra-microtomo Sorvall
MT-5000 e navalha de diamante. Os cortes de tonalidade prateadaou
cinza, correspondendo a 50 ou 60 nm de espessura, foram colocados
em telinhas de 200 malhas ("mesh") e corados pelo citrato de chum
bo por 3 a 5 minutos. Estes cortes foram examinados no microscg-

pio eletrOnico Zeiss, modelo EM-10.

No microscdpio eletrdnico, os campos para as fotogra--

fias foram selecionados e estas agrupadas do seguinte modo:

1) fotospanoramicas, em aumentos de até 5000 vezes, ofl=
de estudamos as solugBes de continuidade do endotélio, a delimita
gdo entre a intima e a média através da caracterizagdo da membra-
na elastica interna, o espaco subendotelial, sua espessura e com-

posigdo,

2) fotos de c€lulas endoteliais para avaliacdo de le~
soes celulares, pormenores de organelas, e do estado da membrana

basal;

3) fotos de jungdes de c€lulas endoteliais, caracteri-

zando os tipos juncionais predeominantes e suas alteragoes;

4) fotos de cé&lulas subendoteliais, para o reconhecimen

to de sua natureza e aspectos morfoldgicos diversos.

Cada animal foi examinado separadamente nas duas areas
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estabelecidas e identificadas como curvatura menor do arco adrti-
co (arco menor) e curvatura maior do arco adrtico (arco maior).

0 exame pormenorizado das fotos obedeceu um esquema sis
tematico, atraves de uma ficha para cada foto {ver apéndice), pa-
ra posterior comparacao dos dados.

Depois do exame de todas as fotos de cada curvatura,foi
feito um resumo dos achados, que fol colocado numa tabela que con
tinha todos os dados daquele animal (idade, peso, procedimentos a-
nestésicos, cirflirgicos, intercorrencias, dados macroscdpicos, de
microscopia oOptica e eletronica). Desta forma, tinhamos o conjun-
to de todos o0s achados de cada animal. Comparamos os dados obti-
dos qualitativos, nas duas areas referidas do mesmo animal. Final
mente, comparamos os 10 animais entre si e anotamos as diferengas

ou semelhangas existentes,
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ITT - RESULTADOS

DADOS GERAIS

A reagao dos animais frente aos procedimentos anestési-
cos foi variavel mas, os coelhos de nimeros 1 e 3 foram o5 que mais
reagiram, mostrande sinais de sofrimento durante este perlodo (fre

quencia respiratdria alterado, cianose, movimentos bruscos, etc.).

1. MACROSCOPIA DA AORTA

Em nenhum dos animais foi observada lesfo macroscdpica.
Os 7 animais do grupo A, que foram injetados intra-venosamente com

0 azul de Evans apresentaram (Fig. 2):

~ coelho n? 4: Valva adrtica corada intensamente de azul
enquanto que a intima da aorta ascendente se corou leve e difusa-
mente, sem limites nitidos. A intima do arco aértico ndo se corou.
Na aorta abdominal, a Tntima ao nivel do &stio da artéria mesenté
rica e ao nivel da bifurcagio da aorta nas iliacas estava focal-

mente azulada.

- coelho n® 5: valva a6rtica fortemente azulada: toda a
intima da aorta mostrava uma cor azul palida difusa. A porgdo as-
cendente e o inicio da curvatura menor do arco adrtico estavam mais
azulados, porém com limites pouceo nitidos. Os orificios de ramos,

a aorta tordcica e a abdominal nac se mostraram corados.

- coelho n® 6: cor azulada difusa da valva aOrtica e da
intima da aorta ascendente, com uma area linear contornando a cur-
vatura menor mais azulada. A Intima em torno dos orificios de ra-
mos estava mals clara que fora dos mesmos, exceto en torno do ori

ficio de um ramo da aorta abdominal, nitidamente corado de azul.
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- coelho n® 7: tonalidade azul nitida da vaiva adrtica, me
nos intensa e difusa da intima de toda a aorta, com uma area, a ma-
neira de tracgo fino, fortemente azul, obliqua, que atingia toda a a-
orta ascendente, até o inicio do arco menor, e em situagdc mais poste-
rior (Fig. 3). Havia uma pequena area arredondada, como uma placa, com
2um de didametro, nAo corada na aorta ascendente. A Intima em torno dos
stios da cardtida esquerda e da primeira artéria intercostal es-
querda tambdm estava mais corada. No inicio da aorta tordcica des

cendente havia pequenas areas puntiformes azuis, na Intima.

- coelho n* 8: tonalidade azul difusa e intensa da val-
va adrtica e leve focal da Intima da aorta ascendente, de forma
arredondada, com lmm de didmetro. A intima do arco adrtico ndo
estava corada. Havia leve coloragao azul em torno do o0stio da ar-

téria subclavia esquerda.

- coelho n® 9; leve tonalidade azul da valva adortica. A

intima nao se corou em toda a aorta.

- coelho n® 10: coloracdo azul difusa da valva adrtica
e da Intima de segmentos da artéria pulmonar. A Intima do arco

adrtico niao estava corada, bem como as outras porgdes da aorta.

Resumindo, nos 7 animais injetados com azul de Evans, a
valva adrtica sempre se apresentou forte e difusamente corada de
azul., A Intima da aorta ascendente estava mais frequentemente co-
rada de modo difuso do que a de outros segmentos da aorta (em 5
dos 7 animais), vindo em segundo lugar a Intima da curvatura me-
nor do arco adértico, que mostrou coloracgdo azulada em 3 dos 7 ani
mais, porém pouco intensa e pouco nitida. Apenas em um animal (n?
7) havia uma area linear na intima do arco menor nitidamente cora
da de azul (Fig. 3). A intima em torno dos orificios de ramos foi
raramente corada ¢ em um dos animais, estava até& menos corada que

o resto da Intima da aorta. Em apenas um coelho observaram-se pe-
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Fig. 2 - Esquemas das areas de colorag@io azulada da Intima da aorta obtidas
nos animais injetados com o azul de Evans.
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Fig. 3 - Coelho n? 7: aspecto macroscopico da intima da aorta corada pelo azul
de Evans. Notar a tonalidade mais escura (azulada) da aorta ascenden-
te, fino trago escuro(azulado) contornando a curvatura menor (seta) e

pontilhado escuro (azulado) no inicio da aorta toracica descendente.
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Fig. 4 - Coelho n® 1, curvatura menor: A MEIl nao se destaca e foli considerada
&
a - ; - N
neste trecho como a 7% lamela elastica, pois esta € a primeira camada
mais espessa a partir do endotélio. [ segmentada e se ramifica (seta).

(corte semi-fino,azul de metileno - azur II, 528X).
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quenos pontos azulados na intima da porgdo inicial da aorta tora-

cica descendente,

2. MICROSCOPIA OPTICA

Os dados de microscopia Optica seguem-se para cada ani-

mal, separadamente nas duas areas estudadas:

Coelho n® 1: Curvatura menor: Endotélio achatado ocu au-
sente em certos trechos. O espago subendotelial & de espessura va
riada. A membrana elastica interna (MEI)} ndo € distinta das lame-
las da média. Foi considerada, em alguns trechos (Fig. 4), COomo
MEI a 7% lamela elastica a partir da camada endotelial em dire-
¢do a média, por ser ela a primeira lamela mais grossa que prece
deu as lamelas elasticas da média. Nestes trechos, o espago suben
dotelial & de maxima espessura e contém ladminaseldsticas, em nime-
ro de 6, e células musculares lisas de permeio. Em outros tre-

chos, o espag¢o subendotelial € mais estreito e contém uma ou nmais

lamelas elasticas e as respectivas células musculares de permeio.

Curvatura maior: endotélio preservade e moderadamente
proeminente em certas areas, O espag¢o subendotelial € de espessu-
ra variada, mostra areas focais de alargamento, com lamelas mais
finas de elastico, fibras musculares lisas e com moderado afasta-
mento entre estas estruturas, referido como aspecto edematoso. A
MEI foi considerada como a 5% camada de elastico, um pouco mais
espessa que as lamelas anteriores a ela. E descontinua ¢ em al-
guns trechos se torna indistinta das outras lamelas da média (Fig

5).

Conclusdo: a espessura maxima da Intima € um pouco maior
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focalmente, na curvatura menor do arco acrtico.

Coelho n?® 2: Curvatura menor: endotélio preservado, conm
algumas células tumefeitas e salientes na luz. 0 espago subendote
lial & de espessura variada com até 5 lamelas de fibras elisticas
com as fibras musculares lisas de permeio. Logo abaixo do endoté
lio ha focalmente, leve aspecto edematoso. A MEI ndo & distinta
das lamelas elasticas da média e foi considerada, em alguns tre-
chos, como a 6% camada de elastico, descontinua e que se duplica

focalmente.

Curvatura maior: endotélio preservado ou destacado fo-
calmente. A MEI & em alguns trechos a 1% lamela eldstica logo a-
baixo do endotélio (Fig. 6) mas, aos poucos vai-se tornando a 4%
camada, pelo espessamento da Intima (Fig. 7). A MEI mostra descon
tinuidade e duplicagdo, @ maneira de bifurcacdo (Fig. 6). O espa-
¢o subendotelial tem espessura variada e irregular, apresentando
1 a 3 camadas de fibras musculares lisas envoltas por fibras elas

ticas segmentadas.

Conclusdo: areas de espessamento intimal um pouco maior

na curvatura menor do arco adrtico.

Coelho n? 3: Curvatura menor: endotélio tumefeito, com
células salientes na luz e vaciolos sob as c&lulas endoteliais.No
tam-se trechos sem endotélio, A MEI & dificil de ser reconhecida.
Consideramos como MEI a 1% camada de fibras eldsticas lego abaixe
do endotélio, muito segmentada ¢ com varias ramificacBes. O espa-
o subendotelial tem carater edematoso, espacos arredondados lem-
brando bolhas, porgoes de fibras elasticas, c@lulas musculares 1i

sas tipicas e algumas menores, nio caracterizadas.

Curvatura mailor: endotélio tumefeito, com células sa-
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Fig. 5 - O espago subendotelial € de espessura variada e contém lamelas mais
finas de elastico e fibras musculares lisas entre elas. A MEI foi con
siderada como a 5% lamela eldstica (seta); & descontinua e ramificada
(corte semi-fino, azul de metileno-fucsina basica, 528X).

Fig. 6 - Coelho n® 2 - curvatura maior Fig. 7 - Coelho n® 2 - curvatura maior:

A MEI € em alguns trechos a em outro trecho da mesma re-
primeira lamela elastica abai gido nota-se espessamento in-
xo do endotélio (seta) que se timal, com fibras elasticas
ramifica (corte semi-fino,azul mais finas e a MEI torna-se a
" de metileno-fucsina, 528X). 42 lamela elastica (seta),mos

trando ramificagoes (corte se
mi-fino, azul de metileno-

fucsina basica, 528X).
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lientes na luz. A MEI é dificil de ser individualizada. Abaixo do
endotélio hd cerca de 3 a 4 laminas de elastico, de espessura se-
melhante, que constituem uma zona fibrilar e ndc uma Unica MEI
(Fig. 8). Em outros trechos distinguimos uma camada mais espessa
que & a 3% lamela eldstica e em outros & a 72 1amela. O espago

subendotelial mostra aspecto cdematoso menos acentuado, scgmentoes

de fibras elasticas e tem espessura variada.

Conclusdo: o espessamento intimal € maior na curvatu-
ra maior do arco aortico. O aspecto edematoso do espago subcndote

lial & maior na regiao da curvatura menor.

Coelho n? 4: Curvatura menor: células endoteliais acha-
tadas ou levemente proeminentes na luz. E dificil de se distin-
guir a MEI das lamelas da média. Focalmente ela se apresenta como
a 3% limina ou como a 7% limina eldstica, porém de aspecto frag-
mentado ou com varias duplicagdes. Poderiamos considerar, ao in-
vés de uma unica MEI, uma zona de 3 a 7 lamelas elasticas lembran
do o espessamento hiperplédsico. O espago subendotelial € de espes
sura irregular e variada, com cerca de 3 a 7 lamelas ou segmentos

de eldstico, intercaladas com as fibras musculares lisas.

Curvatura maior: endotélio achatado ou levemente salien
te. A MEI & nitida focalmente (Fig. 9) e corresponde a 4% lamela
ou a 10? lamela elistica. Desta forma, o espago subendotelial €
de espessura variada difusamente, com 3 a 9 laminas de elastico e

fibras musculares lisas intercaladas.

Conclusdo: o espessamento intimal & maior na curvatura

maior do arco aortico.
Coelho n? 5: Curvatura menor: endotélio achatado e Intg

-

gro. A MEI & nitida e € a primeira lamela elastica. 0 espago sub-




























































































































































































































































