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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-
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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-



{

TRORCO -
b -  CARGTIDA E

SUBCLAVIA E

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-
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Fig. 8 - Coelho n® 3: curvatura maior: abaixo do endotélio ha cerca de 4 lami-
nas de elastico que formam uma zona fibrilar. As lamelas elasticas
ks L = Al a Yt*
mais espessas se ramificam como se ''desfiassem'. Em outro trecho, re-
conhecemos uma lamela mais continua e mais espessa (seta) que fol con
siderada como MEI. (Corte semi-fino, azul de metileno-fucsina basica,
528X) .

Fig. 9 - Coelho n® 4: a MEI € nitida neste trecho (seta) e delimita a intima
de espessura variada, correspondendo ao espessamento intimal difuso.

(corte em parafina, Weigert-van-Gieson 132X).
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cndotelial € muito estreito; algumas vezes, porém, € um pouco mais

amplo focalmente, onde ha segmentos de elastice (Fig. 10).

Curvatura maior: endotélic achatado, sem alteragdes. A
MEI &€ nitida, sendo em alguns trechos a 1% lamela ¢ em outros, a
42, 0 espago subendotelial varia de espessura, ora € pequena e di

fusa, ora & maior e focal (Fig. 11).

Conclusao: o espessamento intimal € maior ma curvatura

maicr do arco aortico.

Coelho n® 6: Curvatura menor: endotélio achatadc ou le-
vemente tumefeito, sem alteragdes. A MEI € pouco nitida e foi con
siderada como a 1% ou 3% lamela de eldstico. E descontinua, apre-
senta areas de aspecto bifurcado e outras em que desaparece total
mente. O espago subendotelial € de espessura irregular, pequena
e difusa, com areas de maior espessura contendo 1 a 3 laminas de

elastico, sob a forma de grinulos ou de lamelas finas.

Curvatura maior: endotélic leve a moderadamente proemi-
nente na luz. A MEI ndo se destaca das lamelas da média e foi con
siderada como a 1% ou 3% lamela.eldstica. E descontinua e com nu-
merosas ramificagOes. O espaco subendotelial é irregular e estrei
to difusamente; contém granulos ou lamelas finas de elastico e fi

bras musculares lisas,

Conclusdo: ¢ espessamento difuso da Intima & irregular

¢ semelhante nos dois segmentos.

Coelho n? 7: Curvatura menor: o endotélio estd Integro,
achatado ou levemente tumefeito. Nos cortes semi-finos ndo conse-
guimos »distinguir a MEIl, mas na ccloragao pelo Weigert-van-Gieson,

notamos que ela nao se destaca das lamelas da média e, focalmente
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Fig. 10 - Coelho n® 5: curvatura menor: a MEI € nitida em toda a regiao (seta).
O ESE é estreito e mostra focalmente areas levemente mais espessas,

onde ha segmentos mais finos de eldstico (corte semi-fino, azul de
metileno-fucsina basica, 528X).

Fig. 11 - Coelho n® 5: curvatura maior: A Mil € nitida (seta) e delimitada
area de espessamento intimal maior do que o observado na curvatura
menor. (corte semi-fino, azul de metileno-fucsina basica, 528X).
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pode ser considerada como a 1% ou 3% lamela. O espago subendote-
lial mostra leve aspecto edematosc e até 2 lamelas elasticas in

tercaladas com as células musculares lisas.

Curvatura maior: o endot€lio ndo apresenta particulari-
- a i - -
dades e a MEI e a 37 lamela em certas areas; e descontinua e de

limites imprecisos.

Conclusdo: o espessamento intimal difuso & irregular e

semelhante nos 2 segmentos estudados.

Coelho n? 8: Curvatura menor: endotélio achatado ou le-
vemente tumefeito, sem outras particularidades. A MEI n3o se des-
taca entre as outras lamelas elasticas e foi considerada, em cer-
tas areas, como a 12 ou 2% 1imina eldstica. E descontinua e se bi
furca frequentemente. O espago subendotelial & de pouca espessura
difusamente; contém 1 ou 2 fileiras de fibras eldsticas segmenta-

das.,

Curvatura maior: endotélio € leve ou moderadamente proe
minente na luz. A MEI & pouco nitida e na coloragdo pelo Weigert-
van-Gieson destaca-se um pouco melhor, como a 1? ou 3% lamela e-
lastica. E descontinua e também se bifurca. O espago subendotelial
mostra 1 ou 2 camadas de fibras musculares lisas, em corte trans
versal, segmentos de fibras eldsticas e aspecto pouco edematoso

(Fig. 12).

Conclusao: espessamento intimal semelhante nas duas

areas examinadas.

Coelho n? 9: Curvatura menor: endotélio € levemente tu
mefeito, estando ausente em certos cortes. A MEI €& praticamente

f . . . a
indistinta e, em alguns trechos a consideramos como a 1. lamela
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elastica, que se bifurca e forma prolongamentos granulares para a
intima. O espago subendotelial € estreito e mostra focalmente 2
ou 3 camadas de fragmentos de fibras elasticas e algumas fibras
musculares lisas em corte transversal., Nota-se ainda, discreto as

pecto edematoso.

Curvatura maior: o endotélio esta achatado em certas
dreas e tumefeito em outras. A MEI foi considerada como a 1% ou
2% lamela elastica, pouco distinta das outras lamelas, desconti-
nua e com varias ramificag¢Ses. No espaco subendotelial notamos
dreas com aspecto de edema moderado e outras areas sem edema. No-

tam-se fibras musculares lisas e elastico granuloso,

Conclusao: tanto a MEI como o espessamento intimal tém

aspecto semelhante nos 2 segmentos examinados,

Coelho n*® 10: Curvatura menor: endotélio achatado, senm
alteragdes. A MEI & nitida e corresponde em certas areas a 22, 6%

ou 10? lamela., Ela se bifurca, & descontinua e por vezes de aspec -

to granuloso. Em alguns trechos se torna indistinta. O espago
subendotelial & de espessura variada, com areas irregulares mais
espessas., Contém fibras musculares lisas, segmentos de fibras e~

lasticas e lamelas finas.

Curvatura maior: endotélio achatado ou levemente tume-
feito. A MEI & nitida e surge como a 2%, 3% ou 4% lamela, por se
ramificar em varios pontos, Ela parece se '"desfiar'" em direcdo a
intima. O espago subendotelial € estreito e mostra dreas mais am-
plas, irregulares com até 3 lamelas de fibras elasticas finas ou

grumosas, € fibras musculares lisas (Fig. 13),.

Conclusdo: o espessamento intimal € focalmente maior na

area da curvatura menor do arco adrtico.
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Fig. 12 - Coelho n® 8: Curvatura maior: A MEI foi considerada como a primeira
lamela mais espessa (seta). E segmentada e se bifurca frequentemen-
te (setas), dificultando a sua delimitagdo em outros trechos. O ESE
mostra fibras musculares lisas, algumas em corte transversal, seg-
mentos de elastico e aspecto edematoso (corte semi-fino, azul de me

tileno - azur II, 528X).

Fig. 13 - Coelho n® 10: A MEI € nitida. O ESE € estreito neste trecho e contém
fibras elasticas finas e grumosas (corte semi-fino, azul de metileno
-fucsina basica, 528X).
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A coloragao pelo Azul de Toluidina demonstrou em todos
os animais, substancia metacromdtica preenchendo os espagos entre
os elementos celulares e fibrosos, tanto na intima como na media.
Aquelas areas focais de maior afastamento entre os componentes da
intima, referidas como aspecto edematoso, também apresentaram me-
tacromasia. Esta coloragdo revela os constituintes da chamada subs

tancia fundamental do tecido conjuntivo (proteoglicanas acidas).

3. MICROSCOPIA ELETRONICA

De uma maneira geral, os resultados em nivel ultra-es-
trutural ndo diferiram ou sO mostraram pequenas variagdes entre
uma € outra area (curvatura menor € maior do arco adrtico) de um
mesmo animal. As variagbes existentes entre os animais também fo-
ram leves e, desta forma, descreveremos conjuntamente 0s aspectos

morfoldgicos encontrades nas duas curvaturas.

3.1. Endotélio: a célula endotelial reveste a superficie interna
da aorta, formando uma Gnica camada. E poligonal, geralmente acha
tada mas, também apresentou-se leve ou moderadamente proeminente

na luz. O citoplasma € centralmente mais espesso e gradualmente se
afina em diregdo a periferia da célula, voltada para as  jungdes
inter-celulares. Podemos dividir a c€lula endotelial esquematica-
mente em 4 regides: a} zona periférica, B) regigo nuclear, c) re-
giao das organelas e d) zona para-juncional (Fig. 14). Em algumas
fotos de diferentes animais, encontramos na superficie luminal 4-
reas de arrancamentos focais do citoplasma (Fig. 15, 25}, membra-
nas celulares na luz, as vezes formando imagens de figuras mieli-

nicas (Fig. 16). Frequentemente, ainda na superficie luminal, ha-
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via pequenas projegdes citoplasmaticas digitiformes para a luz
(Fig. 15, 30). Toda a superficie celular (vade basal ou luminal)
mostrou invaginagGes miltiplas da membrana citoplasmdtica, notan-
do-se grande nimero de cav@olas ou vesiculas difusamente distri-
buidas. Sao as chamadas vesiculas de pinocitose, citoplasmiaticas,

ou de transporte, presentes também em toda a espessura da célula
(Fig. 14).

0 hﬁcleo & alongado e de 1localizagdo central, com o
maior eixo paralelo ao da cé&lula. Mostrou frequentemente contorno
irregular, mais ou menos denteado, conforme o grau de contragao
celular,

Todo o citoplasma endotelial mostra wum fino pontilha-
do de fundo que, em aumento maior sdo ribossomos livres em grande
quantidade e granules de glicogenio.

As mitocOndrias foram encontradas com facilidade, espar
sas no citoplasma. Em raros animais {coelhos n%s 1 e 3), havia si
nais de lesdo celular, indicados pela presenga de mitocdndrias vo
lumosas e edemaciadas {(Fig. 17). Na grande maioria dos casos, em
ambas as areas estudadas, as mitocdndrias apresentaram-se COom a
forma de bastonete ou arredondada, moderadamente elétron-densas e
com as cristas internas caracteristicas {Fig. 14).

Tanto o reticulo endoplasmatico liso (REL) quanto o ru;
goso (RER) estdo presentes na cé€lula endotelial, porém o reticulo
Tugoso & mais abundante. Em algumas fotos, encontramos dilatagao
do RER (Fig., 18), de grau leve, moderado ou intenso, formando gran
des vacholos, mais raramente. Esta alteragao foi encontrada com
certa facilidade mas ocorreu tanto na curvatura menor quanto na
curvatura maior do arco aortico.

Qutra organela observada, porém menos frequentemente |,

foi o aparelho de Golgi, com a localizagdoc preferencial na regido
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peri-nuclear (Fig. 14).

Os lisossomos apresentaram dimensdes e forma variada
sendo que as imagens de fagossomos ou de corpos multivesiculares
foram as mais facilmente observadas. Raramente vimos figuras mie-
linicas intracitoplasmaticas (Fig. 19).

Filamentos citoplasmaticos ou microfilamentos, existem
esparsos por toda a célula endotelial, embora tenham sido mais fre
quentemente demonstrados na regido basal da célula e proximos as
areas de jungdo, Apresentam espessura variada e agregam-se em di-
ferentes diregoes, parecendo formar uma fina malha intra-celular,
o citoesqueleto {Babbiani ef alid, 1983},

0Os corpos de Weibel-Palade foram raramente observados
no citoplasma da célula endotelial. Tém a forma de bastonetes alon
gados, com matriz moderadamente eletron-densa e tGbulos paralelos
no seu interior (Ghadially, 1877). Em alguns animais esta estrutu
ra niao poéde ser reconhecida.

Em algumas fotos evidenciamos Aareas de menor densidade
citoplasmatica (Fig. 15, 16, 22), focalmente esparsas em ambas as
regides estudadas, Tais areas parecem ter perdido parte das orga-
nelas e surgiram preferencialmente no polo basal da cé&lula ou re~
gido para-juncional.

Na superficie basal da cé&lula endotelial, observamosffg
quentemente prolongamentos citoplasmaticos, envoltos por lamina
basal, projetando-se para o espago sub-endotelial. Sdo geralmente
finos e as vezes mostram intima relagdo com os prolongamentos de
fibras musculares lisas, formando focalmente areas que poderiamos

chamar de juncgbes mio-endoteliais (Fig. 15, 16, 25, Z2Z6).

3.2. Jungdes intercelulares: As células endoteliais s3o 1ligadas

entre si por jungdes ou areas especializadas, de forma variada. No
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nosso material, tanto no arco menor quanto no arco maior, predomi
naram as jungoes do tipo de pregas interdigitadas (Ghadially, 1977,
Simionescu, 1984). Este € um tipo de jungdo onde hd um imbricamen
to dos prolongamentos celulares, de complexidade muito variada.
Desta forma vimos areas juncionais quase que retas, ao lado de ou
tras com intensa tortuosidade, como "dedos de luva" (Fig. 15, 16,
20}. As formas mais complexas foram as mails frequentes em ambos
0% sagmentéé estudados. Neste tipo de jungao distinguimos um espa
¢o intercelular entre as laminas externas das membranas plasmati-
cas (Fig. 20). Tal espago varia pouco de amplitude e tem raras
areas focais de alargamento. Em alguns segmentos ou pontos nas
areas de jungdo, observamos um borramento das membranas citoplas-
maticas, ou mesmo auséncia do espago intercelular (Fig. 20). Es-
tes focos ou s3o areas de redugdo do espago intercelular ou de
fusao das folhas externas das duas membranas celulares, constituin
do outras variantes juncionais. Tais tipos juncionais, bem menos
frequentes no nosso material, sao chamados respectivamente de jun
gdo comunicante ('gap junction") e jungao Intima ou oclusiva (do
inglés ‘'tight junction') (Bjorkerud, 1975). A frequéncia destes
tipos juncionais nao variou nos dois segmentos estudados do arco
aortico.

Nao vimos sinais de lesao nas regides de juncgdo e, por
outro lado, mesmo c€lulas endoteliais com aspectos sugestivos de
lesdo ou com areas de arrancamento superficial do citoplasma, mos
travam jung¢les integras.

Frequentemente, nas areas de jungao observamos prolonga
mentos longos e finos da célula endotelial para a luz, formando
estruturas que lembram pequenas valvulas. Tais prolongamentos tém
forma variada e apareceram ora acolados sobre a superficie de ou-
tra c8lula, ora obliquos ou perpendiculares a superficie endote

lial, projetando-se na luz (Fig. 18).
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3.3. Lamina basal: adjacente a porgdo basal da membrana plasmati-
ca da c@lula endotelial hd a l1amina basal. Esta membrana desconti
nua, de espessura irregular & composta por material moderadamente
elétron-denso, de aparéncia flocosa, onde se distinguem finos fi~
lamentos, formando rede de malha fina (Fig. 14, 21). Tipicas fi-
bras colagenas, com a estriac@o caracteristica e pequenos grumos
de material elastico foram vistos muito prdoximos ou mesmo acola-
dos a membr;ha basal, focalmente. A espessura da lamina basal va-
riou muito mas, na maioria das fotos, ficou entre 30 a 80 nm. Ha-
via areas de espessamentos focais, irregulares, muitas vezes difi
cels de se delimitar, pois o material filamentoso da lidmina basal
se confundia com as microfibrilas do espaco subendotelial ou com
© componente microfibrilar da fibra eldstica jovem (Fig. 15). Des
ta forma, em algumas aortas observamos grandes espessamentos fo-
cais, com cerca de 1 um ou mais, constituidos por material do ti-
po lamina basal. Estas &reas de maiores espessamentos focais (Fig.
22} ocorreram tanto na curvatura menor como na curvatura maior
do arco adrtico mas, predominaram na regido da curvatura maior,
A distribuigdo das areas com lamina basal mais espessa foi: em 5
animais na curvatura maior do arco aortico, em 3 na curvatura me-
nor e em 2 animais e espessura encontrada nos dois segmentos era

semelhante.

3.4. Espaco subendotelial: Entre a ldmina basal do endotélio e
a membrana elastica interna (MEI) existem varios elementos celula
res e fibrosos, preenchendo o chamado espago subendotelila (ESE).
Tamb&m aqui, como na microscopia Optica, apesar de MEI frequente-
mente ndo se destacar das lamelas da média, sempre a conceituamos
como a primeira lamela mais grossa que aparece a partir da Intima

Assim procedendo, a espessura do ESE em cada animal e nos diferen
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tes animais foi variavel nas duas curvaturas do arco adrtico. Es-
ta variagao de espessura esta relatada na tabela 1.

Em alguns animais, o ESE era estreito focalmente, estan
do o endoté&lio praticamente repousando sobre a MEI (Fig. 23). Mas
como a localizagao da MEI variava, havia num mesmo animal areas
focais de ampliacao do espacgo subendotelial, Esta ampliagao era
variavel, focal e ocorreu nas duas regides do arco adrtico, as ve
zes predominando numa ou noutra area.

Vemos na tabela 1 que a espessura do espago subendote-
1ial no coelho n? 1 variou de 1,2 a 14 um na curvatura menor e de
1,5 a 12 ym na curvatura maior. Considerando-se como a maior es-
pessura da intima agquela drea que contém o maior niimero de fibras
eldsticas, a maneira de lamelas, com as respectivas cé&lulas muscu
lares intercaladas, verifica-se que os coelhos n®s 1, 2 e 10 apre
sentaram a regido da curvatura menor mais espessa. Por outro 1la-
do, os animais de nimeros 3, 4 e 5 mostraram maior espessura da
intima na curvatura maior e nos outros animais (n%s 6, 7, 8 e 9}a
espessura da Intima era semelhante nas duas curvaturas. Medindo-
se, porém, a espessura da Intima pela distancia que vai da camada
endotelial até& a suposta MEI (Tab. 1), nota-se que nem sempre ha
correspondéncia entre o numero de lamelas elasticas formadas na
intima e a respectiva medida em micrdémetros. Isto pode ser melhor
verificado no coelho n?® 3 onde apesar da regiao da curvatura maior
apresentarmaior nimero de lamelas e de fibraé musculares do que a
curvatura menor, a medida da intima em ym variou de 8 a 18 m, en
quanto que na curvatura menor, foi mais espessa (de 2 a 30 m).Es
ta aparente disparidade € devida 4 composigdo diferente do espago
subendotelial, mais edematoso na curvatura menor do que na maior.

Os componentes estruturais do espaco subendotelial sao

as fibras colagenas elasticas, microfibrilas, substancia fundamen



TABELA 1:

Espessura e composigdo do
croscopia eletrdnica.

espaco subendotelial em

Coelho Curvatura menor Curvatura mailor
e = 1,2 a 14 um e = 1,5 a 12 wm
1 6 camadas de fm e el 5 camadas de fm e el
edema: leve edema: leve a intenso
e =2 a 22 um e = 5 a 13 um
2 5 camadas de fm e el 1 a 3 camadas de fm e el
edema: moderado edema: leve
e = 2 a 30 um e = 8 a 18 um
de MEI logo abaixo do endo
5 télio até 2 camadas de fm 5 a 6 camadas de fm e el
e el
edema: moderado a intenso edema: moderado
e = 10 a 20 um e = 5a 20 um
4 3 a 7 camadas de fm e el 3 a 9 camadas de fm e el
edema: leve edema; leve a moderado
e =1a 6,0 e =10 a 17 um
5 MEI logo abaixo do endotélio até 3 camadas de fm e el
edema: leve edema: leve
e = 2,5 a 17 unm e = 10 a 16 um
6 1 a 3 camadas de fm e el 1 ou 2 camadas de fm e el
edema: ausente edema: leve a moderado
e=1a9 um e =2 all um
7 até 2 camadas de fm e el 2 camadas de fm e el
edema: leve a moderado edema: leve
e = 1,2 a 10 um e = 8 a ld um
8 1 ou 2 camadas de fm e el 1 ou 2 camadas de fm e el
edema: ausente ou leve edema: leve a moderado
e =2 a9 um e =4 a 14 um
9 1 ou 2 camadas de fm e el 1 ou 2 camadas de fm e el
edema: leve edema leve a moderado
e =3 a ll um e =3 all um
10 3 a 9 camadas de fm e el 3 camadas de fm e el

edema: ausente

edema: leve

e=espessura fm=fibra muscular el=fibra elastica MEL-membrana elastica

na

wm=micrometro.

mi-

intqi
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tal, c€lulas musculares 1lisas e menos frequentemente, fibroblas-
tos e células pouco diferenciadas, de natureza discutivel.

As fibras colagenas sdo facilmente reconhecidas pela
sua estriagdo caracteristica, Elas sdo muito frequentes no espago
subendotelial de ambas as regioes estudadas.

As fibras elasticas aparecem como elemento amorfo, pou
co denso aos elétrons, com guantidade varidvel de microfibrilas no
seu interior'[Fig. 14, 15, 22, 23). Desta forma, distinguimos 2
componentes na fibra elastica: 1°) material homogéneo e el&tron-
luzente e 2°) material microfibrilar, Quanto mais jovem for a fi-
bra elastica, tanto maior € o seu componente microfibrilar (Geer
e Haust, 1972). As fibras elasticas t&m espessura variada e apre-
sentam-se como agregados de diferentes grossuras ou lamelas des-
continuas. Nas areas de espessamento do espaco subendotelial nota
mos varias lamelas elasticas, intercaladas com fibras musculares
lisas. A primeira lamela mais espessa fol sempre considerada como
a MEI. O componente elastico apresentou o mesmo aspecto nas duas
areas estudadas.

As microfibrilas szo finos filémentos eletro-densos,de
comprimento e diametro variados, encontradas difusamente esparsas
no espagoe subendotelial, mais frequentemente nas proximidades da
célula endotelial, junto a lamina basal, ou associadas as lame-
las elasticas (Fig. 18, 21).

A substancia fundamental situada entre os elementos des
critos € pouco densa aos elétrons, nos métodos de preparacio habi
tuais. Desta forma apresentou-se como espago claro entre as fi-
bras e as cé&lulas, que em alguns animais estava alargado, em in-
tensidade variavel. Este alargamento do intersticio foi referido
como '‘edema' ou aspecto edematoso do espacgo subendotelial e gra-
duado subjetivamente em leve, moderado ou intenso. Voltando a ta-

bela 1, notamos que um leve edema estava presente na maioria dos
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animais e que, no mesmo animal, também havia variagao da intensi-
dade, geralmente de grau leve a moderado. Apenas o coelho n* 1,
na regiao de curvatura maior do arco adrtico e o coelho n? 3, na
curvatura menor, apresentaram areas focais de edema graduado como
intenso, |

Os elementos_celulares encontrados na intima foram as
fibras musculares lisas bem caracterizadas e mais raramente, c€lu
las com caracteristicas de fibroblastos e c€lulas indiferenciadas
de natureza discutivel.

A fibra muscular lisa (Fig. 15, 21) & geralmente fusi-
forme, alongada mas também se apresentou com muitos prolongamen-
tos citoplasmaticos que frequentemente penetravam em fendas das
lamelas eldsticas. Caracteriza-se por uma membrana basal limitan-
te, numerosas vesiculas de pinocitose ac longo da membrana plasmi
tica, miofilamentos citoplasmaticos e corpos densos associados aos
miofilamentos (Rhodin, 1962, Somlyo, 1975, Kocher et adfdid, 1984).
0 citoplasma apresenta ainda outras organelas como 0 reticulo en-
doplasmitico 1iso e rugoso, mitocdndrias e aparelho de Golgi. In-
clusSes ocasionais de densidade eletrOnica variada (Fig. 25}, fo-
ram observadas no citoplasma, mais raramente. O niicleo € central,
alongado e mostra contorno liso ou ondulado. Em algumas fotos, no
tamos que 0 espessamento intimal constituido por varias camadas
de fibras musculares e lamelas eldsticas, mostrava frequentemente
fibras musculares lisas em corte transversal, diferentes das da
média que sempre € apresentam em corte longitudinal (Fig. 26}.

As fibras musculares lisas sdo separadas entre si mas
mostram focalmente, areas muito proximas e al apresentam jungoes.
Observamos no nosso material sO jungdes em que as membranas cito-
plasmaticas estavam aproximadas, mas nio fundidas. Estas areas de

jungdo geralmente eram em curtos segmentos entre os prolongamen-
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tos celulares finos de ambas as células musculares., Outras vezes,
a jungado era mais longa e linear (Fig. 20).

0 relacionamento das células musculares lisas com as
fibras elasticas e colagenas € grande e muito imbricado. Desta
forma, na periferia de toda célula muscular lisa hi elementos fi-
brosos muito proximos que, focalmente, pérecem fazer conexao com
a membrana basal da cflula ou com a propria membrana citoplasmati
ca. Finos prolongamentos da célula muscular frequentemente sao0
vistos passando através das fendas das lamelas elasticas (Fig.l5,
16, 24, 28, 30).

Por¢cdes celulares de forma arredondada ¢ de diferentes
volumes, envoltas por membrana citoplasmatica, contendo no seu in
terior material semelhante ao citoplasma das fibras musculares,
sio vistos também no espago subendotelial, Outras vezes, nestas
porcdes celulares reconhecemos apenas residuos de reticule endo-
plasmatico, organelas degeneradas, figuras de mielina ou apenas
material amorfo pouco denso aos el€trons (Fig. 17, 19, 22, 24).

Além da tipica fibra muscular lisa ja descrita, encon
tramos em todos os animais, exceto no de n¥ 5, outros tipos celu-
lares muito menos frequentes no espago subendotelial. Desta forma
conforme as caracteristicas apresentadas, agrupamos estas outras
células em 2 categorias: a) fibroblastos; b) células pouco dife-
renciadas de natureza discutivel.

Os fibroblastos tipicos (Fig. 27) foram raros no nosso
material (coelhos n® 1, 4, 10) e caracterizam-se por forma alonga
da ou estreldaria, com prolongamentos citoplasmaticos longos que
se estendem pelo espago intercelular. Nio apresentam membrana ba-
sal limitante e hia poucas vesiculas de pinocitose ao longo da mem
brana plasmiatica. O citoplasma € escasso e contém principalmente
reticulo endoplasmatico rugoso. Sao envoltos por grande quantida-

de de fibras coligenas.
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Chamamos de cé&lula pouco diferenciada de natureza dis-
cutivel, a varios tipos de células que ora possuem alguns consti-
tuintes que lembram os de uma c&lula muscular lisa, ora lembranm
células de linhagem sanguinea (mondcitos, linfdcitos).

As células subendoteliais mais ovoides, sem membrana
basal, com poucas vesiculas de pinocitose na membrana plasmatica,
citoplasma com poucas organelas {mitocondrias, reticule endoplas-
matico e riboséomos principalmente) e nucleo geralmente reniforme,
lembraram mais os mondcitos do sangue. Foram os tipos celulares
mais raramente observados (coelho n® 10} e ficavam localizados
preferencialmente proximos do endotélio (Fig. 28).

As células deste grupo mais frequentemente observadas
foram as que se pareciam com as fibras musculares lisas em alguns
dos seus caracteres (coelhos n%s 2, 3, 6, 8, 9, 10). Apresentavam
forma variavel: ovO0ide, alongada ou estrelaria. A membrana plasmi
tica continha um nimero variavel de vesiculas de pinocitose e a
membrana basal da c&lula podia ser completa ou incompleta. O cito
plasma apresentava geralmente mitocOndrias, reticulo endoplasmati
co rugoso, ribossomos livres e microfilamentos esparsos, lembran-
do os miofilamentos de fibra muscular lisa. Diferiam das fibras
musculares lisas tipicas por serem menores, terem maior nimero de

organelas e menor quantidade de filamentos (Fig. 29).

3.5. Membrana eldstica interma: O critério adotado para reconhe
cer a MEI foi o mesmo que o da microscopia Optica € a sua distin
¢do entre as varias lamelas elasticas da média g da propria inti-
ma, foi melhor conseguida em fotos pancramicas ou em pequencs au-
mentos. A MEI & constituida de fibras elidsticas lamelares, pouco
densas aos elétrons, e variavel quantidade de microfibrilas. E

uma camada descontinua, segmentada, mostrando varias fenestragdes
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por onde passam feixes de fibras colagenas e prolongamentos de cé
lulas musculares lisas (Fig. 30, 31). Frequentemente notamos que
a MEI apresentava pontos de bifurcagdo ou de emissao de varios
prolongamentos (Fig. 17}, que se confundiam com as outras lamelas
elasticas da intima ou da média.

Observamos que, em apenas Z dos 10 animais estudados
(coelhos n%®s 5 e 10}, a MEI foi nitida, destacando-se entre as ou
tras 1ame1as‘ elasticas (Fig. 23). Na maioria das vezes foi difi
cil distingui-la, pois se em alguns trechos surgia uma_lamela mais
grossa, em outros ela se bifurcava ou emitia varios prolongamentos
mais finos, perdendo seus limites. Em alguns trechos a MEI era
completamente indistinta das outras lamelas elasticas. Em outros,
ela mostrava variagdo de localizagdo, delimitando areas focais de
espessamento intimal nos diferentes segmentos estudados.

Todos os aspectoé da MEI vistos em microscopia Optica
foram confirmados pela eletronica, que fornecia maiores detalhes
quanto a descontinuidade, bifurcagoes e emissao de prolongamentos.
Desta forma, naqueles animais em que a distingdoe da MEI foi fa-
cil em nivel Optico, também a microscopia eletrOnica mostrava uma
nitida lamela mais espessa, destacando-se entre as outras. Por
outro lado, se a nivel dptico era dificil distingui-la, também 2
eletronica encontramos esta dificuldade, naoc contribuindo com me-
lhores informacgoOes,

Tanto na regifo da curvatura menor do arco adrtico,quan
to na curvatura malor, observamos os mesmos aspectos morfologicos

da MEI e as mesmas dificuldades para distingui-la.
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cé€lula endotelial

membrana elastica interna
fibra muscular lisa

lamina basal

fibra colagena

fibré elastica

microfibrilas

vesiculas

mitocondria

reticulo endoplasmdtico rugoso
reticulo endoplasmatico liso
aparelho de Golgi

corpos densos

corpos multivesiculares
microfilamentos

figura mielinica
miofilamento

projegoes digitiformes

prega interdigitada

juncfo comunicante

jungdo intima ou oclusiva
prolongamentos ou porgoes celulares
nicleo

espago subendotelial
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Fig. 14 - Coelho n® 10, arco Maior - Detalhe da célula endotelial com suas or-
ganelas, lamina basal, espago subendotelial estreito com fibras cola

genas, elasticas e a menbrana eldstica interna (negativo 1407-30000X).
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Fig. 15 - Coelho n® 6, arco menor. Endot€lio com projecoes digitiformes para

a luz e area de menor densidade citoplasmatica(*). No espago subendo
telial ha fibras colagenas, fibras elasticas de aspecto jovem pela
grande quantidade de microfibrilas. Uma fibra muscular € vista no es

. paco subendotelial e esta muito proximo do prolongamento de  célula
endotelial (seta) (negativo 765 - 17500X).



Fig. 16 -
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Coelho n® 5, arco maior. Endoté€lio apresentando prolongamentos mem-
branosos soltos na luz e prolongamentos finos em diregao ao  espago
subendotelial. Notar a fibra muscular lisa atravessando a fenda da
membrana elastica interna (seta) (negativo 587 - 10000X).



Fig. 17 - Coelho n? 1, arco maior. CElulas endoteliais tumefeitas, com mitocap—

drias edemaciadas e vacliolos. No espago subendotelial ha porgoes ce-
lulares em degeneragdo. A membrana elastica interna parece se bifur-
car (seta) (negativo 427 - 18900X).
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Fig. 18 - Coelho n? 10, arco maior. Célula endotelial mostrando dilatacao acen

tuada do reticulo endoplasmatico ruguso, varias vesiculas, mitocon-
drias e corpos multivesiculares. No espago subendotelial ha fibras co

' ldgenas, eldsticas e maior densidade de microfibrilas na regido da
lamina basal (negativo 1416 - 27500X). '



50

Fig. 19 - Coelho n® 8, arco maior. Endotélio com projegdes para a luz e figura
mielinica no citoplasma. A lamina basal mostra espessamentos focais
(seta) e o espaco subendotelial apresenta aspecto edematoso, porgoes
celulares, fibras coldgenas, elasticas e microfibrilas (negativo
1090 - 10000X).
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Fig. 20 - Coelho n? 1, arco menor. Observar na jungao complexa de c€lulas endo
teliais o espaco intercelular nitido (ID), inexistente (1J) ou dimi-
nuido (GJ), com borramento da imagem das membranas celulares (negati
vo 246 - 125000X).

a



,‘Ré ‘& s A . "‘ . : o | . ‘ g
= 1 -, o s’ -
N P \M- L - w s .L{"’ ’_‘

Fig. 21 - Coelho n? 8, arco menor. Notar c€lula endotelial, jungbes intercelu-

lares, lamina basal de espessura normal, fibra muscular lisa subendo
- telial com prolongamento muito proximo do endotélio, espago subendo-
telial com aspecto levemente edematoso, com microfibrilas, fibras co
lagenas e elasticas (negativo 991 - 12000X).
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Fig. 22 - Coelho n? 4, arco menor. Jungbes intercelulares muito complexas, di-
minui¢do focal da densidade do citoplasma endotelial (seta), espago
subendotelial com fibras colagenas, microfibrilas e lamelas elasti-
cas descontinuas, muito imbricadas as fibras musculares lisas (nega

. tivo 589 - 8800X).
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Fig. 23 - Coelho n® 5, arco menor. Membrana elastica interna nitida, logo abai
xo do endotélio e espago subendotelial muito estreito. (negativo 547
- 12500X).



Fig. 24 -
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Coelho n® 3, arco menor. Célula endotelial saliente na luz, com gran

“de vacliolo. O espago subendotelial tem aspecto edematoso e mostra pe

quenos agrupamentos de fibras elasticas, colagenas e porgoes celula-
res. No campo, a 22 lamela elastica, mais espessa e fenestrada foi

considerada a membrana elastica interna. (negativo 447 - 7500X).



Fig. 25 - Coelho n® 6, arco menor. Observar os arrancamentos superficiais das

células endoteliais (setas), a aproximagio dos prolongamentos das c€
lulas endoteliais e das fibras musculares lisas (*) e o espago suben
dotelial com grande quantidade de microfibrilas. Notar a fibra muscu
lar lisa do espago subendotelial com seus componentes caracteristicos

e com uma inclusdo clara no citoplasma. (negativo 768 - 17500X).



Fig.
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26 - Coelho n® 6, arco maior. Notar prolongamento fino da c€lula endote-

lial para a luz, na area de jungdo (seta). Comparar as fibras muscu-
lares lisas em corte transversal no espaco subendotelial com as lon-
gitudinais da média. O componente microfibrilar das fibras elasticas

- & predominante. Observar a area de jungdo entre as fibras musculares
do espago subendotelial (seta). (negativo 775 - 12000X).



Fig. 27 - Coelho n¢ 10, arco maior. Prolongamento alongado na luz na regiao de
jungdo de células endoteliais. Notar no espago subendotelial c€lula

" com caracteristicas de fibroblasto, mostrando grande quantidade de

coldgeno ao redor. A membrana elastica interna € nitida e fenestrada

neste trecho. (negativo 1408 - 32000X).
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Fig. 28 - Coelho n® 10, arco menor. Notar a c€lula no espaco subendotelial,mui
. to proxima do endotélio, com forma ovdide, poucas organelas e nicleo
reniforme, caracterizada como célula de origem sanguinea (monocito).

(negativo 1314 - 30000X).
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Coelho n® 8, arco menor. No espago subendotelial c€lula mesenquimato

sa pouco diferenciada que apresenta membrana basal descontinua, mem-
brana plasmatica, reticulo endoplasmitico rugoso, ribossomos livres
e microfilamentos esparsos. Comparar com a fibra muscular lisa adja-
cente (negativo 968 - 15000X).
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Fig. 30 - Coelho n? 9, arco menor. Endoté€lio com projecoes digitiformes para a
" luz e no espaco subendotelial observar finos prolongamentos da fibra
muscular lisa (setas) atravessando fendas da lamela eldstica (negati

vo 1110 - 17500X).
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Fig. 31 - Coelho n® 10, arco maior. Observar a célula endotelial com suas orga

nelas, fibra muscular lisa do espago subendotelial com prolongamentos
finos (seta) e fibra muscular lisa atravessando as fendas das lamelas
¢lasticas (setas). Neste canpo o espago subendotelial ndo tem aspecto
edematoso e a membrana eldstica interna aparece duplicada (negativo
1415 - 20000X) .
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IV - DISCUSSAO

1. ASPECTOS MACROSCOPICOS E DO AZUL DE EVANS

A coloragio da Intima pelo azul de Evans mostrou algu-
mas peculiaridades. Segundo os varios traballhos da literatura que
relacionam as areas méis'permeéveis ao corante comec predispostas
a aterogénese (Bell et afidi, 1972; Caplan et alii, 1973 e 1974 ;
Bjorkerud, 1975, Gerrity e Schwartz, 1977; Tanimura et afi4, 1980:
Kjeldsen e Thomsen, 1981}, esperavamos encontrar areas focais ni-
tidamente mais azuladas, principalmente na regiao do arco adrti-
¢co e Ostios de ramos, mas isto nmdo aconteceu.

Nos 7 animais submetidos a colorag¢io vital observamos
uma coloragao leve e difusa em toda a aorta e raras areas focais
pouco nitidas coradas de azul mais acentuado. Apenas a regifoc da
valva a0rtica estava nitidamente mais corada em todos os ani-
mais. O arco adrtico n#o se corou em 4 dos 7 animais (57%). A
aorta ascendente fol a que se apresentou mais frequentemente cora
da {5 dos 7 animais), em areas de limites pouce precisos e de in-
tensidade variavel. A regido da curvatura menor do arco adrtico
corou-se em apenas 3 dos 7 animais, sendo que destes, em apenas
um (Fig. 3) a coloragio era mais forte e com limites nitidos. Os
Ostios de ramos foram raramente corados e em um dos animais (coe
lho n® 6), estavam com tonalidade até mais clara que a parede da
aorta adjacente,.

A primeira vista, os nossos resultados parecem ser con
flitantes com os trabalhos da literatura especialmente os de Ger-
rity et afil em suinos, em 1977, e Kjeldsen e Thomsen, em 1981,em

coelhos, Estes dois ultimos autores descrevem as areas azuls nos
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animals normais, principalmente localizadas na aorta ascendente |
arco aortico e oOstios de ramo. Gerrity et afii{ estudaram 18 ani-
mals ¢ Kjeldsen e Thomsen 14, e nio descrevem as areas de colora-
Gdo azul separadamente, mas fazem um diagrama constituido pela
somatdria das areas coradas nos diferentes animais, encontrando o
predominio nas localizagfes ja referidas.

Se formos-considerar desta forma, apesar do nosso me-
nor niumero de.animais (sete) injetados com ¢ azul de Evans, as
areas que se coraram foram principalmente as da aorta ascendente
e curvatura menor do arce adrtico, levando-se em conta a pouca
intensidade de coloragdo ¢ a demarcagao imprecisa. Assim, quando
surgiram areas coradas no nosso material, estas foram localizadas
de preferéncia nas regides correspondentes as mais frequentes dos
outros autores (Gerrity et alii, Kjeldsen e Thomsen}. Deve porém
ser novamente enfatizado que nao encontramos areas nitidamente de
marcadas ao exame macroscopico e sim, leve coloragdo azul que au-
mentava de intensidade e se perdia pouco a pouco nas adjacéncias,
tornando dificil um mapeamento fiel. Apenas no coelho n® 7 a de-
marcagdo foi nitida na curvatura menor do arco adrtico. A regido
da curvatura maior do arco adrtico corou-se focalmente em 2 ani-
mais, juntoaos Ostios de ramos,

Por outro lado, Armstrong e¢if aflili em 1978 e Adams em
1981 nao encontraram correlagdo entre as areas azuis e as estrias
gordurosas na iIntima da aorta de animais com hipercolesterolemia.
Armstrong, citando Wissler comenta que "as areas azuis frequente-
mente nao apresentam qualquer lesdo aterosclerdtica e que as areas
lesadas pela aterosclerose também ocorrem com frequéncia em lo-
cals que nao sao azuis'", Portanto, o corante estaria apenas mar-

cando as areas de maior permeabilidade a macromoléculas, como as

dos complexo albumina-corante. 0 trabalho de Friedman e Byers de
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1963, sobre permeabilidade endotelial, mostra que as alteragoes
histologicas iniciais em coelhos com hipercolesterolemia, ocor-
riam em areas que ndo captam o azul de Evans, Adams, em 1981, en-
fatiza que o azul de Evans € excelente para a coloragdo do elasti
co e, em trabalhos onde & feita a de-endotelizacdo (Stemerman ei
alii, 1977; Christensen e Chemitz, 1983), as areas sem endotélio
se coram de azul, indicando que o endotélio normal € uma barreira
a captagao do corante e a tonalidade azul da drea lesada eviden-
cia a coloracgao das fibras elasticas subendoteliais pelo azul de
Evans.

‘Gammal, em 1979, estudando a captagao do corante em
aortas de ratas demonstra nos 8 controles normais, areas de colo-
ragio azul, de intensidade variavel, geralmente leve preferencial
mente localizadas na adrta ascendente e arco adrtico. Em dois de
seus animais, a regido do arco também ndo se corou e seus esque-
mas de coloragao assemelham-se aos dos nossos resultados.

Desta forma, ainda podemos considerar o corante azul
de Evans como um indicador para alteragoes da permeabilidade inti
mal porém, de valor duvidoso como um marcador absoluto de altera
¢Ges da permeabilidade, que evidenciem lesao celular. Em outras
palavras, podemos ter areas coradas que sao morfologicamente ora
alteradas ora normais, e areas ndo coradas que também desenvolvem
aterosclerose. Entretantc é mais frequente que, quando existem c@
lulas endoteliais integras morfoldgica e funcionalmente, as areas
nio se coram. (Bjorkerud,.1972; Stemcrman et alii, 1977).

Devemos, portanto dar um valor relativo a coloracio pe
lo azul de Evans como indicador de areas predispostas a aterogene
se. Acreditamos que se o numero de animais por nods estudado fos-
se maior, conseguiriamos demonstrar maior frequéncia das areas

coradas. Porém, em numeros absolutos e examinando as coloragdes



66

de cada animal separadamente, notamos que as Areas nio se repeten
em todos os animais. O significado deste dado € importante no sen

tido de se distinguirem duas possibilidades:

1?) se temos areas coradas estas sio realmente mais
permeaveis as macromoléculas e podem apresentar ou nio lesio mor-
foldgica da célula endotelial. Segundo Kjeldsen e Thomsen, em coe
lhos normais; .este aumento da permeabilidade estaria mais relacio
nado as dreas que apresentam o glicocdlice menos e5pesso e a reno
vagdo das células mais acentuada. , devida 3is condigoes fisiologi-
cas eSpeciais_da corrente sanguinea a que estas dreas de curvatu
ra estdo submetidas. Se por outro lado, nfo conseguimos no mnosso
trabalho, nestas areas azuis demonstrar alteracdes morfoldgicas ,

pode estar havendo algum distirbio funcional da c¢8lula, ndo reve-

lavel morfologicamente, que leve & maior captacdo do corante.

2%9) a auséncia de coloragdao nao exclui a possibilidade
da drea em desenvolver a aterosclerose, pelos agentes aterogenéti
cos. |

Portanto, a importancia das areas de captacgdo do azul
de Evans para desenvolver a aterosclerose & relativa, apesar de
estatisticamente se demonstrar que elas sejam a sede mais frequen
te de desenvolvimento da aterosclerocse.

Explica~-se a coincidéncia de localizagdo das areas de
aterosclerose com as coradas pelo azul de Evans pela relagao en-
tre o fluxo sanguineo e a parede arterial. Os trabalhos de Texon
(em 1974) de Bergel et afii, 1976, de Nerem e Cornhill, 1980, de
Tanimura ef afi{, 1980 e Joris et alii, 1982, sobre hemodinzmica
e aterogénese demonstram a complexidade das leis fisicas que re-
gem o fluxo sanguineo nas artérias. 0 dificil conhecimento deste

fluxo € devido a inlimeros fatores variaveis: os vasos nioc sio ri-
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gidos, variam o seu didmetro, a velocidade naoc & continua, a natu
reza do fluxo € pulsatil, o calibre progressivamente diminui, e-
xiste turbuléncia, o sangue ndv & de natureza homogénea, etc., Es-
tes e outros fatores podem interagir resultando um padrdo de flu-
X0 extremamente complexo..

Entretanto, segundo Texon (1974) o que existe constan-
temente, em todos os locais predispostos a desenvolver placas de
aterosclerosé‘é uma pressdo focalmente diminuida produzida pelas
forgas geradas pelo fluxo do sangue, Numa figura do citado traba
lho, aqui reproduzida (Fig. 32), vemos que num arco, a regido da
curvatura menor € submetida a uma pressio menor que a da corres-
pondente curvatura maior. Segundo a sua interpretagio, esta pres
sdo focalmente reduzida seria o estimulo comum inicial que leva-
ria as respostas bioldgicas reacionais da parede do vasc. Teria-
mos portanto, areas focalmente distribuidas onde haveria pela pres
sdo reduzida associada ao fluxo pulsatil, uma forga de sucgdo de
intima. A Intima submetida a este efeito reagiria de forma dife-
rente de outras regices. Apesar desta explicagdo ser principalmen
te mecanica, nao podemos nos esquecer que a parede arterial & um
tecido de alta reac@o e esta pode dar-se em diferentes niveis. Se
guhdo Nerem, em 1980, o fluxo poderia provocar simplesmente lesio
mecdnica do endotélio, ou influenciar o transporte de substancias
através da parede arterial, promover focos de hipdxia, alterar as
reagdes bioquimicas intra-celulares, ou ainda influenciar algum
fator nao conhecido.

Outra hipdtese, investigada no fim do século passado e
muito estudada por Lopes de Faria & o papel da camada média no
desenvolvimento das diversas alteragOes da intima, que caracteri-
zam a aterosclerose (Lopes de Faria, 1955, 1961, 1962). Segundo

0s seus trabalhos, apds as lesdes da camada média, desenvolve-se
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NA

PRESSAO MAIOR }}
CURVATURA MAIOR

Fig. 32 - Im movimento curvilineo, a pressfo lateral ¢ mais alta ao longo da
regido mals externa da parede (curvatura maior) ¢ mais baixa na re-
giao mais interna {curvatura menor), propria da forga centrifuga -

efetiva, TEXON, M. Med.Clin North Am 58 (2): 257-268, 1974.




69
0o quadro da aterosclercse, que & designada secundaria, por ser de
causa conhecida (choque, hipdxia). Apesar de ser secundiria, as le
soes desta aterosclerose sdo iguals as da aterosclerose primiria
ou comum,

Todas estas sflo hipOteses que tém sido investigadas pe-
los diferentes autores. Acreditamos que,embora nao totalmente es-
clarecida, a interagao destes diversos fatores levard a condigdes
especials db'equilibrio destas areas nos animais normais e, quando
submetidos aos fatores aterogenéticos, sejam mais vulneraveise apre
sentem precocemente o desenvolvimento das lesdes ateroscleroticas.

Observando os nossos resultados, apesar de serem  pou-
cas as areas coradas pelo azul de Evans na curvatura menor, elas
foram mais frequentes do que na curvatura maior. No entanto, nio
houve diferenga em microscopia Optica e eletrdnica entrec as areas
coradas e as nao coradas.

Nao fizemos o estude com a coloragdo pelo vermelho de
Rutenio para os mucopolissacarideos do revestimento endotelial
(glicocalice), mas ou ndo encontrames alteragdbes em microscopia
eletronica ou encontramos sinais sugestivos de lesdo celular fo-
cal, em ambas as areas estudadas. Desta forma concluimos que coe-
lhos adultos normais injetados com azul de Evans mostram Taras
areas pouco coradas, localizadas preferencialmente na aorta ascen
dente e na regiio da pequena curvatura do arco adrtico. A morfolo
gia destas arcas azuladas na curvatura menor do arco, comparada
com a das areas nac coradas desta curvatura e da curvatura malor,
ndao mostrou diferencas expressivas, © que nos leva a concordar com
¢ conceito de Giacomelli e Wiener (1974) de gque a diferente per-
meabilidade ao corante ndo tem base morfoldogica nos métodes utili
zados e & resultante de um transporte fisioldgico ¢ nfe patoldgi-

co, especifico destas areas.
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2. ASPECTOS MORFOLOGICOS EM MICROSCOPIA OPTICA

A microscopia Optica, em cortes de parafina e em cor-
tes semi-finos da eletrdnica, & melhor, pela visdo panoramica, pa

ra distinguir a MEI e as arcas de espessamento intimal.

2.1. Membrana eldstica interna

Tivemos dificuldades para delimitar a Intima. Por isto,
precisamos deflinir o que & a membrana elastica interna. Um dos
poucos trabalhos que definem a membrana elastica interna (MEI) &
o de Biering e Kobayasi (1963} e a conceituam como a primeira la-
mela elastica mais cspessa que surge a partir da camada endotelial,
Usando este conceito, desde o inicio notamos que nesta regido do
arco adrtico, a MEI ndo era um elemento facilmente distinguivel,
sendo praticamente indistinta na maioria dos fragmentcs, mesmo nas
coloragtes especials para elastico. Verificamos pelos nossos re-
sultados que uma MEI nitida s0 pode ser encontrada em 2 dos 10
animais (coelhos n®s 5 ¢ 10). Na maioria das vezes havia dificul-
dades em reconhecé-la peis nenhuma lamela se destacava entre as
outras, de forma comntinua.

Na verdade, o que conseguimos observar foram trechos em
que havia na espessura da parcde, uma primeira camada de eclasti-
co mais espessa porém, descontinua, que frequentemente se decom-
punha, como que se¢ bifurcando em lamelas mais finas (Fig. 4, 8,
12), tornava a apresentar pontos de fusfo e, em arcas se perdia to
talmente entre as outras lamelas. Se a estes aspectos morfoldgicos
pudermos denominar membrana elastica interna, entao concluiremos
gque no arco adrtico, a MEI se comporta de maneira diferente na

sua apresentagdo, dJda observada em outros trechos da aorta ¢ nas
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artérias musculares. Isto portanto pode ser uma caracteristica pe

culiar deste segmento inicial da artéria eldstica mais calibrosa.

A caracterizagﬁo da MEI apresentou a mesma dificuldade
tanto na regiao da curvatura menor, quanto na maior do arco aérti
co. Nos dols animais onde a MEI foi nitida, também nioc houve dife
renga pols a nitidez dcorria em ambos 0s scgmentos.

Estes dados estao de acordo com Benninghoff (1930) ao
dizer que ﬁé aorta, o limite cntre a Intima e a média & dificil de
se estabelecer ou pode faltar em certas areas, por causa da difi-
culdade em se reconhccer a MEl, que se confunde com as lamelas
elisticas da média ou com as da intima.

Mais recentemente, Stout e Thorpe (1980}, estudando a
morfologia da aorta em primatas, relatam que uma MEI bem definida
nic esta presente nos segmentos superiores da aorta, tornando-se
entretanto covidente ao nivel da aorta abdominal.

As dificuldades em reconhecer a MEI podem ser atribui-
das ao carater dinamico de sua formagdc. Isto &, com o crescimen-
to da aorta e com a ildade, surgiriam para dentro da primeira MLEI
fibras elasticas mais finas, que aos poucos vao se engrossando até
adquirir o carater de uma nova MEI, enquanto que a mais antiga
se incorporaria a camada média. Portanto, no processo de cresci-
mento da aorta haveria o crescimento em comprimento e ¢ c¢m espés—
sura. Este seria feito a custa do chamado espessamento intimal que
se transformaria aos poucos em camada média. Esta hipotese, formu
lada por Leopes de Faria (1965 b), encontra apoio neste trabalho .
Realmente, em microscopia Optica & nitido o aparecimento de finas
fibras elasticas abaixo da camada endotelial, gue vido sc espessando
cada vez mals até adquirir a grossura de lamelas da média tendo
de permeio as fibras musculares lisas. Deste modo, o tecido neo-

formado na Intima adquire pouco a pouco a estrutura da camada mé-
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dia e & desta indistinguivel. Assim, compreende-se a mudanga de
posigao da MEI, ora na superficie, ora na profundidade, ora ben
formada e distinta, e ora em formagdo e indistinta,

Por isto, propomos © conceito de membrana elastica in-
terna como estrutura dinamica e mutavel, variavel com o crescimeg
to arterial e, ainda ndo referido na literatura.

2.2. Espessamento intimal difuso

Ja estd bem estabelecido na literatura que a espessura
da Intima da aorta aumenta com o crescimento e com a idade {Lopes
de Faria, 1965 b; Geer e Haust, 1972).

Em diferentes espécies animais este espessamento pode
comegar a surgir multe precocemente, mesmo na vida intra-uterina
e segundo Wolkoff, citado por CGeer e Haust (1972), quanto malor o
porte do animal, tanto mals cedo comecga o ¢spessamento intimal,

0O espessamento intimal € chamado de difuso porque ocor-
re en todo o perimetro da artéria mas, e de inicio focal (Lopes
de Faria, 1965 b) e nao tem a mesma espessura difusamente (Geer ¢
Haust, 1972).

As areas de espessamento intimal mais acentuado locali
zam-se, segundo a literatura, principalmente nos locais submeti-
dos ao maior "stress" pelo fluxo sanguineo e sdo frequentemente as
areas de lesocs iniciais da aterosclerose (Willens, 1951; Lopesde
Faria e Faria, 1971; Bell et afidi, 1972, Jorgensen et afdii, 1972).

Portanto, alguns autorcs passam a considerar tals espes
samentos Cconmo lesaes precursoras da aterosclerose.

Examinando os nossos resultados observamos que nos di-
ferentes animais, o espessamento intimal sempre existiu, nas duas

arcas estudadas, em menor ou malior intemnsidade, apesar do grupo
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etario dos animais ser o mesmo.

Também, numa mesma regido (curvatura menor ou maior) de
um dado animai, podiamos encontrar espessamentos irregulares da
intima,

Voltando aos dados da tabela 1, notamos que as areas
da intima mais espessas se distribuiram da seguinte forma: em 3
animais ocorreram na regiao da curvatura menor do arco adrtico,em
outros 3 na curvatura malor ¢ em 4 animais a espessura era semc-
lhante em ambas as areas estudadas. Esta distribuigdo do espessa-
mento intimal mais acentuado, em animais adultos normais, naoc
mostra entre as areas estudadas, nenhuma prevaléncia. Estcs nos
sos dados estdo de acordo com o trabalho de Stout e Thorpe, de
1980, que também nao encontram predominancia de areas de maier es
pessamento em nenhuma regidc particular da aorta,

Concordamos com os autores que afirmam que o espessamen
to intimal em si nio deve ser uma lesdo precursora da atcrosclero
se € sim, deve fazer parte do desenvolvimento normal da parede
da artéria (Lopes de Faria, 1965 b; Geer e Haust, 1972: Woolf,
1978, Restrepo et aldii, 1979).

Como os espessamentos da intima sdo irregulares, admite-
-se que haja um estado de adaptagdo da parede da artéria, ncstes
diferentes locais, as condi¢des proprias do fluxo. B interessante
que possa OCOrTET O mesmo espessamento em condicgdes pgtolasicas,
apds a lesdo da camada média como demonstram os diversos  traba-
lhos de Lopes de Faria, rcalizados no coelho (1955, 1902) ¢ no ho
mem (1961, 1963, 1965 b). O interesse dos seus trabalhos estd jus
tamente em chamar atengao para o espessamento da Intima secunda-
rio as lesfes da camada média e seu papellna aterogenese. Neste
caso, tal espessamento € portante patoldgico, como indicam os da-

dos experimentais, em oposigdo ao espessamento difuso fisioldgico.
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Na literatura nao se faz distingdo entre um e outrc espessamento.

Nao verificamﬁs que a curvatura menor do arco adrtico ,
drea que apresentou depdsitos lipidicos ﬁrecoces (Lopes de¢ Faria
e Faria, 1971} seja mais espessa qgue a curvatura maior.

Desta forma, as duas areas sfo morfologicamente muito
semelhantes e a explicagdo para o depdsito ter ocorrido mais pre-
cocemente na curvatura menor, nio tem base morfoldgica meste cstudo.

Uﬁ‘trabalho interessante de Subiah, Deitcmeyer e Yun-
ker, de 1981, estudando a susceptibilidade regional da aorta em
desenvolver a aterosclerose, encontra em pombos uma area de espes
samento intimal congénito, que nunca progride para lesdo ateros-
clerotica., Estuda bioquimicamente esta irea em relacioc a outras ¢
encontra diferencgas quanto as concentragfes de prostaglandinas.
Deste trabalho concluimos que o espessamento intimal sozinho nio
¢ fator causal ou desencadeante do depGsito aterosclerdtico e ha

necessidade de fatores adicionais para que ocorra.

5. DADOS DE MICROSCOPIA ELLTRONICA

3.1. Aspectos gerais

A apresentagic conjunta dos resultados a nivel de mi-
croscopia eletrOnica ja demonstra claramente a semelhanga dos acha
dos em ambas as areas estudadas. .

Nao conseguimos verificar, pelo exame minucioso das mll
tiplas fotos de microscopia eletronica, sinais que distinguissem
esta ou aquela regido.

Os trabalhos que estudam animals normais, sempre fazem

a comparagdo das areas coradas pelo azul de Evans com as areas
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nio coradas e acham diferengas morfoldgicas mais ou menos acentua
das, a nivel ultrastrutural, entre as regides coradas e nfdo cora-
das. Dentre eles, destaca~se o trabalho de Gerrity et alidl, em
1977, que nas dreas coradas de suinos normais encontra: variacio
da forma da célula endotelial, glicocalice menos espesso, configu
ragdo menos complexa das jungdes, espaco subendotelial mais espes
so e mais edematoso e varias outras alteragoes relacionadas com
lesdo da célula endotelial.

Kjeldsen e Thomsen, cm 1981, estudando coelhos normais
também encontra algumas alteragdes entre as dreas coradas e nao
coradas, porém ndo tdo pronunciadas quanto as descritas por Gerri
ty. Salientam que nao encontraram diferengas nas jungles de ambas
as areas € que a lamina basal do endotélio era cerca de duas
a trés vezes mais espessa nas regides nfdo coradas. Comentam tam-
bém, apoiando os nossos resultados, gque uma demarcagéo morfoldgi-
ca nitida ni3o ocorre entre as areas coradas e nao coradas, pois
aspectos morfoldgicos encontrados nas areas coradas também foram
observados nas nao coradas e vice-versa.

Imai et afdil, em 1982, estudando a captacgac do azul de
Evans e a ultra-estrutura da aorta abdominal de suinos normais e
aterosclerdticos, encontraram apenas diferencas quanto a continui
dade da lamina basal, que se apresentou mais descontinua e e -
nos desenvolvida nas areas azuis e nas areas com lesdo ateroscle-
rotica.

No nosso trabalho, como raramente as areas foram cora-
das, comparamos a morfologia da curvatura menor com a da maior
do arco aodrtico, independente delas se apresentarem coradas ou
nao. Desta forma fica dificil compararmos o nosso resultado com
de outros autores, qué estudaram especificamente area corada ver

sus nao corada,
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Entre os diferentes componentes da iIntima estudados,ape
nas observamos na comparacdo das duas areas entre si (curvatura
menor € maior do arco adrtico), uma certa predominincia de maio-
res cspessamentos da lamina basal, na regidoc da curvatura maior
do arco adrtico. A membrana ou limina basal sempre se apresentou
nos 2 scgmentos como uma cstrutura descontinua, de gspessura irrg
gular, com cspessamentos focals mais pronunciados. Em 3 dos 10 ani
mais a maior‘éspessura da lamina basal'ocorreu na regidc da cur
vatura menor; em 5 deles, predeminou na curvatura maior e nos ou-
tros 2, a espessura cra semelhante nas duas arcas estudadas. Se
este maior espessamento da lamina basal focalménte possa inter
ferir com 0s processos de menor permeabilidade regional, nio pode
mos inferir, mas & um dado que deve ser mais investigado.

Os outros aspectos da ultra-estrutura ocorreram 1igual-
mente nas duas regides estudadas e merccem discussdo quanto ao

seu significado ou interpretacgdo.
3.2. Endotélio

As células endoteliais apresentaram-se achatadas, lecve
ou moderadamente proeminentes na luz, com a forma mais alongada ou
mais cubdide, Na superficie luminal frequentemente observamos pro
longamentos digitiformes para a luz (Fig. 15, 30). Estas pequenas
variag¢Ges da forma da c@lula foram atribuidas a diferente estado
de contracdao celular, que poderia_ocorrcr em condigdes normaié ou
também como alteragdo pelo fixader perfundido {Majno e Joris,b1978).

Membranas citoplasmaticas soltas na luz e mals raramen-
te figuras mielinicas foram cncontradas e podem tanto significar
sinal de lesao celular {Joris ef afdl, 1982}, como ser decorren-

tes de artefatos pelo processo de fixagdao (Clark e Glagov, 1979 ;
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Garbarsh et aldii, 1982).

0 endotélio aprescntou-se geralmente integro, sem alte-
ragoes importgntes. Em alguns animais havia areas focais sem endo
télio ou com arrancamentos parciais da célula endotelial, sem que
esta demonstrasse qualquer sinal de sofrimento celular ou qual-
quer adesd@o plaquetaria na superficie. Portanto, estas imagens fo
ram interpretadas como artefatos decorrentes das varias fases do
processament6 do material (Junqueira e Salles, 1973).

Foram considerados sinais indicadores de lesio da célu-
la endotelial: mitocondrias tumefeitas e dilatagdo acentuada do
reticulo endoplasmatico rugoso (Kjeldsen e Thomsen, 1975: Ghadial
ly, 1977). Em apenas dois animais (coelhos n®s 1 e 3) observamos
tais alteragles e, talvéz colncidentemente, foram os que apresen-
taram um processo dificil de anestesia, reagindo bastante. Inter-
pretamos estes sinais de iesido endotelial como consequentes ao cur
to periodo'de sofrimente do animal, antes da fase de perfusiac do
fFixador., Algum grau menor de dilatagdo do reticulo endoplasmitico
rugoso existiu com frequéncia nos diferentes animais, porém sem
outras alteragdes importantes, e portanto isto nao fol por nascqg
siderado como sinal de lesdo celular.

Um sinal frequentemente visto no nosso material e de
significado ndo esclarecido foram dreas de menor densidade do ci-
toplasma endotelial, mals comumente localizadas na base ou na re-
giao para-juncional da célula (Fig. 15, 16), Svendsen e Jorgensen,
em 1978, relatam areas de maior ou menor densidade eletrdnica re-
lacionando-as a lesfo da c@lula endotelial. Interrogamos se no
nossc material, isto seria decorrente da perda focal de organclas
por lesdo celular ou consequente 2 contragdo dos filamentos do ci
toesqueleto, com alastamento das estruturas contidas nesta regiao.

Como foi um achado frequente, sem outros indicios de lesdo, acre-
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ditamos mais na segunda hipdtese,

Outro achado que chamou a atencdo foi a raridade do en-
contro dos corpos de Weibel-Palade em nosso material. Conseguimos
identificar esta organela em poucas células endoteliais, quando
esperavamos encontrd-la frequentemente, pois & descrita como ca-
racteristica de c¢é&lula endotelial {Ghadially, 1977, Jellinek el
afd4, 1982; Simionescu,e Simionescu, 1984). Entretanto, segun-
dolMajno e jdris (1978), ainda h2 muitas controvérsias sobre esta
organela , que ndo se distribui igualmente nas células endote-
liais de diferentes vasos do mesmo animal ou de espécies diferen-
tes. Conforme Escoubet e Dosne (1979}, os corpisculos de Weibel
-Palade sdo mais frequentes nos vasos da circulagdo pulmonar do
que na sist&mica.

Quanto aos prolongamentos citoplasmiticos do endotdlio
para espago subendotelial, podemos interpretia-los como decorren-
tes de contragdo celular (Stetz et aldii, 1979) e promotores da
Intima aproximagio das cElulas endoteliais com as células do suben
dotelio. Geer e Haust (1972), porém também os consideram como Te-

sultantes de artefato por contragdo do vaso pelo fixador.
3.3. Juncoes intercelulares

Sabemos que o transporte de substanclas através de pare
de do vaso se faz por duas vias, conforme a natureza do material
a ser transportado: 19) através da propria célula endotelial, por
pinocitose; 2°) através das jungdes (Huttmer et afddl; 1973; Gha-
dially, 1977: Majno e Joris, 1978).

Alguns trabalhos mostram variados tipos juncionais nor-
mais ou lesio a nivel das juncdes, em areas distintas da sorta de

animais normais, tentando correlacionar cstes dades com a maior
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permeabilidade endotelial (Cerrity et afdi, 1977). Qutros autores
entretanto, também estudando animais normais, nio conseguem de-
monstrar alteragac nas juncoes, em difcrentes areas da aorta
(Kjeldsen e Thomsen, 1981; Imai el afidi, 1982).

Em nosso material, as jungdes entre as células  endote
liais apresentaram tipo variado, mas o mais frequecnte foi a pre-
ga interdigitada, de complexidade variavel, onde sc¢ distingue ni-
tidamente um-espago intercelular. Encontramos frequentemente, jun
coes muito complexas, com imagens em "dedos de luva', demonstran-
do a e¢xtensa superficie de adesdo entre estas células e consequen
temente tornando a camada endotelial uma estrutura fortemente coe
sa,

As jungodes comunicantes ("gap"), que resultam de uma
diminuigao do espago intercelular e as juugdes oclusivas ("tight")
onde ha fusio dos folhetos externos das membranas celulares (Es-
coubet e Dosne, 1979; Simionescu e Simionescu, 1984}, tambeém foram
observadas mas, focalmente e multc menos frequentemente. Em todos
0s animais as jungoOes estavam integras, sem sinais de lesdo e nao
houve diferengas nas duas areas estudadas. Segundo diferentes au-
tores, a frequencia dos tipos juncionais & variavel conforme cste
jamos estudando capilares, veias ou artérias (Escoubet e Dosne
1979; Simionescu, 1984).

A predominancia de jungdes do tipo pregas interdigita-
das complexas caracterizou ¢ nosso material e podemos concluir que
nesta regido do arco adrtico normal, este & o tipo juncional mais
frequente. Interpretamos este dado da seguinte forma: a complexi-
dade das jungdOes aumentaria a superficie de troca entre as célu-
las endotelials, bem como manteria uma boa adesividade entre elas
aumcntando a resisténcia ao forte jato de sanguc langado pelo co-

rag¢ao na aorta., O espaco intercelular mais largoe facilitaria a cn
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trada de nutrientes do sangue para o espago subendotelial, visto

que a Intima e parte da camada média nao apresentam vasa-vasorum

na aorta.
3.4, Espacgo subendotelial

0 espago subendotelial (ESE) é a regido quec fica ontre
a membrana 5asal do cndotélio e a membrana eldstica interna (Le-
grand et afidl, 1978). Como ja dissemos anteriormente, & dificil
nas ireas estudadas do arco a distingdo da membrana eldstica in-
terna e esta dificuldade também existe a nivel ultra-estrutural,
0 que concorda com Moss e Benditt, em 1970. Os fragmentos examina
dos na microscopia Optica sfo muito maiores e pefmitem a observa-
gdo de maior extensao das lamelas elasticas. Assim, detectamos a
membrana eldstica interna (MEI) em nivel dptico e transferimos es
te dado para o exame das ultra-fotografias. Ndo encontramos maior
espessura do espaco subendotelial em nenhuma das areas estudadas,
diferindo dos trabalhos de Gerrity et afdidi {1977} e de Kjeldsen
e Thomsen (1981).

Como ja foram discutidas a localizacio da MEI e as areas
de espessamento intimal em microscopia Gptica, comentaremos agora
os componentes do espago subendotelial evidenciados na ultra-estru
tura.

Os clementos nao celulares do LSE sao as fibras colage-
nas, eldsticas, microfibrilas e a substidncia fundamental onde
tails elementos estruturais estio contidos,

As fibras colagenas existem proximas da membrana basal
da camada endotelial, das lamelas elasticas e entre as fendas das
lamelas, em quantidade variavel, de leve a moderada. Nio houve

diferenga no comportamento do colidgeno nos segmentos estudados.
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A descontinuidade, a bifurcacdo e a fusdo de lamelas e-
lasticas, ji descritas na microscopia optica, sdc mais detalhada-
mente observadas na microscopla eletrdnica. 0 que chama muito a
atengao & o imbricamento, ou a Intima relacgfc que existe entre
as lamelas clasticas e as c@lulas musculares lisas do ESE, cujos
prolongamentos frequentcmente sao vistos entre as fendas das lame
las elasticas (Fuzesi et aldii, 1982: Jellinek et aliL, 1982)., Is=-
so demonstra claramente a capacidade de migracgic das fibras muscu
lares lisas entre as lamelas elasticas do subendotélio (Fig. 30,
31) e também da média para o espago subendotelial (Geer ¢ Illaust,
1972}, Ainda quanto ds fibras eld@sticas, notamos que em  alguns
animais elas se apresentaram com caracteristicas mais imaturas do
que em outros. Desta forma, o componente microfibrilar evidente,
que caracteriza as fibras elasticas jovens (Geer e Haust, 1972) ,
era mals acentuado em alguns animais, em ambas as arecas, embora
a ildade de todos fosse a mesma. Disto podemos concluir que cmbora
adultos, a neoformag¢do de fibras elasticas prossegue. Somente o
estudo de grande numero de animais poderi demonstrar as {feigoes
mais comuns de cada grupo etario.

As microfibrilas sdc formadas por finos filamentos den-
s0s aos elétrons e estao mais concentrados nas proximidades da
célula endotelial, dentro de uma zona pouco densa, considerada co
mo a membrana basal., S3o vistas também associadas &s lamelas elds
ticas, e menos densamente dispostas e dispersas em tode o espago
subendotelial. Segundo Escoubet e Dosne (1979) as microfibrilas
sdo resistentes a colagenase mas, atacadas por proteases como a
quimotripsina e, estudos histoquimicos evidenciam a sua natureza
glicoproteica. Como constituinte de membrana basal do endotélio ,

encontramos areas de espessamentos focais irregulares que, predo-

minaram um pouco mais na curvatura maior do arco adrtico, como ja
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descrevemos. TambCm estc material microfibrilar finamente disper-
so & melhor evidenciado nos animais onde encontramos um maior a-
fastamento das estruturas do espago subendotelial e designado no
nosso trabalho como edema ou aspecto edematoso. Acreditamos que
nestes c€asos, possa ou nio existir um reai aumento da  quantida-
de das microfibrilas dispersas no espago subendoteclial. Entretan-
to € melhor a caracterizagao deste componente, devido ao maior
contraste entre a substancia fundamental de fundo, nenos densa
acs elétrons e as microfibrilas.

A substancia de fundo que separa os elementos fibrosos
e celulares do espago subendotelial, nido € demonstrada pclos méto
dos habituais de coloragido em microscopia eletroOnica e & manifes-
tada pelo espago claro, onde tais componentes ¢stao disperses.Cor
responde 3 subst@ncia metacrom2tica demonstravel em microscopia
Ooptica pela coloragdo do azul de toluidina. E éonstituida de pro-
teoglicanas, evidenciadas histoquimicamente (Legrand et alii, 1579).
Sua quantidade varia de animal para animal. Denominamos aspecto
edematoso ou edema, a qualidade mais clara e com evidente afasta-
mento das estruturas do espago subendotelial. Este edema foi gra-
duado subjetivamente em leve, moderado ou intenso. Como apresenta
nos na tabela 1 houve animals que foram considerados sem edema
{coelhos n%s 6, 7 e 10). Outros, em que o edema variava de leve
a intenso no mesmo animal ou, em diferentes regides de um dado a-
nimal. Na maioria dos casos, a variacao -era de leve a moderado e
somente nos coelhos n%s 1 e 3 encontramos focalmente dreas de ede
ma intensc. Como ja referimos, estes mesmos animais apresentaran
outros sinais de lesdo (reticulo endoplasmatico rugoso muito dila
tado e mitocondrias tumefeitas) e porpanto, acreditamos que este
grau acentuado de edema do espago subendotelial deva ser conse-

quéncia de lesao celular, com maior entrada de agua para o espago
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subendotelial, onde focalmente hd formagdo de verdadeiras bolhas
subendotelials, principalmente vistas na regiao da curvatura maior
do coelho n® 1. Este aspecto de edema intenso, formando imagens
sugestivas de bolhas também foi descrito por Svendsen e Jorgensen,
cm 1978, como sinal de lesdo. Como ja comentamos, nestes deis ani
mails houve dificuldade anestésica ¢ estas lesdes provavelmente o-
correram no pequeno periodo de sofrimento dos animais, que prece-
deu a fixaéﬁo por perfusdo. Os graus leve ou moderado do edema
foram muito frequentes (coelhos n%s 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9) e con-
cluimos que seriam simples variagdes do normal, encontradas no es
pago subendotelial.

Os elementos celulares predominantes no espacgo subendo-
telial sao as fibras musculares lisas. Além destas células bem
caracterizadas encontramos rarissimos fibroblastos e outras célu-
las menos caracteristicas, ou pouco diferenciadas, de uatureza dis-
cutivel, Estas células pouco diferenciadas podem ser ainda subdi-
vididas em 2 categorias: a) cflulas que lembram as fibras muscu-
lares lisas em alguns dos seus aspectos: b) células que se asseme
lham as da linhagem sanguinea, como mondcitos.

Desta forma, verificamos que @ fibra muscular lisa nio &
o unico elemento celular identificado no espago subendotelial, em
bora seja o principal. Estes dades apoiam o trabalho de Lopes de
Faria (1970}, que estudando em microscopia Optica a aorta de coclhos
apos o choque, descreve células indiferenciadas no subendotélio,
cClulas musculares imaturas e que aos poucos sofrem diferenciaglo
para fibra muscular lisa caracteristica. Em microscopia cletrdni-
ca, varios trabalhos discutem a natureza e a origem das c&lulas
cncontradas na Intima. lmai et alii, em 1970, cstudando o cspessa
mento intimal conclul que quem se divide € a propria fibra muscu-

lar lisa e nao uma célula indiferenciada. Poole et alii cm 1971,
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pesquisando a origem das fibras musculares na intima, nota que
a populagdo celular predominante & de fibra muscular lisa tipica

e interroga se os outros tipos celulares raros seriam diferentes
formas de apresentagdo do mesmo tipo bdsico da c&lula. Fala tam-
bém da provavel migragdo de células de média para a Intima. Geer
e Haust (1972}, descrevem estas células menos diferenciadas como
fibras musculares lisas modificadas, considerando~as como diferen
tes graus de diferenciagﬁo da fibra muscular, implicada nos pro-
cessos de crescimento de parede arterial. Campbell e Chamley-Cam-
pbell (1981), através dc¢ estudos com cultura de células muscula-

res lisas arteriais, descrevem duas variedades da célula muscu-
lar lisa, decorrentes do que eles chamam de modulagio fenotipica:
19) fibra em estado contrﬁtil(tipo morfoldgico caracteristico) e
2°) fibra em estado sintético (com alguns elementos que sugerem a
natureza muscular, mas com reticulo endopiasmitico Tugoso procmi-
nente, devido a grande capacidade de sintese desta célula). Estas
variedadgs seriam segundo Cam?bell,adaptagﬁes celulgres as deman-
das funcionais necessirias aoc crescimento e processos reparativos
na parede da arteria,

A variedade denominada sintético. também aparece na 1i-
teratura com outros nomes: secretdrio-contritil, fibra muscular
modificada e célula miointimal (Somlyo, 1975). Segundo Ghadially,
(1977), deveriamos denomina-la de célula mesenquimatosa multi-fun
cional, que se¢ assemelha as fibras musculares lisas, termo descri
tive, porém, segundo ele, mais adequado 2 este tipo celular pecu-
liar, que tem potencialidades funcionais muito diferentes de
qualquer outra £ibra muscular lisa,

| Gabblani et afii, em 1981, também propdem que as fibras
musculares lisas vasculares sejam c@lulas diferentes das outras
fibras musculares lisas, pois mostram variag@o na composicio e

predominancia de certos elementos contriteis e do citoesqueleto.
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Kocher et afii, em 1984, estudando as fibras musculares
lisas da aorta de ratos normais, encontram diferencas entre as
fibras musculares da média ¢ as da Intima. Referem em algumas £i-
bras musculares intimais predomindncia do reticulo cndoplasmitico
rugoso, do aparelho de Colgi e menor quantidade de microfilamcn—
tos. Pelos seus resultades, cles consideram como fibras muscula-
res estes tipos morfoldgicos intermedidrios, que nds chamamos de
menos caractéristicos, mas que lembram cm alguns de seus aspectos
as fibras musculares lisas.

Desta forma, analisando os nossos resultados em compara
¢do com os de diversos autores, acreditamos que as chamadas célu-
las indiferenciadas descritas em microscopia Optica por Scott
(1967) e por Lopes de Faria (1970), sejam realmente estas que em

microscopia eletronica sfo pouce diferenciadas mas mostram alguns

elementos que sugerem a sua natureza muscular. Como sao células
pouco diferenciadas concordamos com Geer ¢ Haust que devam ser
as células progenitoras das fibras musculares, ou seja, células

ainda ndo totalmente maduras, em diferente fase de diferenciagio,
responsaveis por maior sintese, dada a predomindncia das organe-
las por elas apresentadas. Se poderiam representar um estado de
desdiferenciacido de uma fibra muscular madura devido as  exigén-
cias do meio, como Campbell e Chamley-Campbell sugerem, em 1981
niao temos elementos para afirmar,

Podemos ainda admitir que tais c€lulas sejam provenien
tes tanto da propria Intima, como acha Lopes de Faria (1970) como
da media pois, de acordo com o nosso material o interrelacionamen
to das fibras musculares com as lamclas eldsticas & cvidente. Pro
longamentos celulares sao vistos frequentemente, como pseudopodos
atravessando as fendas do eldstico, comprovando assim, a capacida

de de migragio desta c&lula muscular lisa. Estes prolongamcntos
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celularcs szao vistos tanto nestas cClulas menos diferenciadas quan
to nas fibras musculares lisas tipicas, indicando que a diferen-
ciagdo ndo & obstaculo i mobilidade ceclular neste casoc. Tais pro-
longamentos da c@lula muscular dac origem a imagens variadas de

estruturas conhecidas como porgoes celulares ou corpos fantasmas
(Stetz et ald4, 1979; Tuzesi et afdi, 1982), pois pela migragio ,
a célula perde parte do seu citoplasma, o qual vai progressivamen
te sofrer degeneragéo, até se transformar em detritos celularcs e
ser absorvido. No nosso material observamos porgdes celulares com
estruturas caracteristicas de fibras musculares lisas e outros
mals degenerados, com restos de organelas ou grandes vacliolos (Fig.
17, 19, 22).

Concluindo, observamos que a intima da aorta de coe~
lhos adultos normais apresenta uma populagdo celular morfologica-
mente variada, constituida em sua grande maioria por células mus-
culares lisas tipicas, raras c@lulas semelhantes a fibroblastos
rarissimas c¢&lulas semelhantes aos mondcitos do sangue ¢ por oci-
sionais c€lulas pouco diferenciadas com alguns elementos ultrastru-
turais que lembram os da fibra muscular lisa. |

Acreditamos que os elementos semelhantes aos mondcitos
vistos num Unico animal, tenham origem sanguinea, pois foram en-
contrados muito proximos ao endotélio, como se fosse um gvento
esporadico na populacido subendotelial.

As outras células menos diferenciadas representam  uma
gama de variantes morfoldgicas que devem ser as precursoras das
fibras musculares lisas maduras e talvez também das cClulas seme
lhantcs a fibroblastos. Desta forma poderiamos chama-las de ceélu
las mesenquimatosas multifuncionais, como Sugere GChadially, em

1977, cntendendo~a como um tipo especial de célula, peculiar a

constituigdo e as necessidades da parede dos vasos.

&
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V - RESUMO E CONCLUSOES

No estudo da aterosclerose inumeros trabalhos na litera
tura tem contribuido para o entendimento desta doenga de ambito
mundial, frequente ¢ de grande complexidade. O conhecimento dos
aspectos morfolﬁgicos normais das diferentes artérias e de scus
segmentos & imprescindivel para podermos separar as variacdes fi-
siologicas daquelas realmente patoldgicas. Baseando-se nos resul-
tados anteriores do trabalhe de Lopes de Faria e Faria (1971) que
encontraram os primeiros depdsitos lipidices na curvatura  menor
do arco aortico, em coelhos submetidos a leve hipercolesterolemia
de curta duragao, o objetivo do presente trabalho foi estudar os
aspectos morfoldgicos da Intima da aorta de coelhos adultos nor
mais, na referida regido, comparando-os com a Intima da curvatura
maior do arco adrtico, que serviu como controle. Procuramos inves
tigar se existiria algum dado morfoldgico local, no ceelho normal,
em nivel de microscopia Gptica ¢ de eletrdnica, que pudesse ser
responsavel por este depdsito precoce e localizado. Foranm cstuda
dos 10 coelhos adultos, da ragé Nova Zelandia, machos, com 5 a 6
meses de idade. Destes, 7 receberam injeg¢do intra-venosa do coran
te azul de Evans, cerca de 3 horas antes do processo de fixacdo
por perfusac. Com esta coloracido correlacionamos as arcas d¢ maior
permeabilidade (&reas ézuis] no arco, com os dados morfoldgicos .
Os nossos resultados mostraram uma coloracdo azulada difusa e mal
delimitada da iIntima, localizada preferencialmente na aorta ascen
dente (em 5 dos 7 animals) e na curvatura menor Jdo arco agrti-
co (em 3 dos 7 animais). Os achados de microscopia Optica demons-
traram a dificuldade para se¢ delimitar a camada Intima da média

neste segmento da aorta. Isto foi devido 3 dificuldade em caractce
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rizar a membrana eldstica interna. Encontramos em microscopia op-
tica, as mesmas variagdes morfoldgicas nas duas dreas estudadas,
com espessamentos intimais difusos ¢ irregulares, sem ncnhuma pre
valencia de tais espessamentos numa ou noutra area. O mesmo obti-
vemos em microscopla ecletronica, onde os aspectos ultra-estrutu-
rais foram muito semclhantes tanto nas areas coradas comparadas
com as nao coradas, quanto na recgiao de curvatura menor comparada

com a da curvatura maior,

Pelos nossos resultados concluimos que:

19)a intima da aorta de coelhos adultos normais na re-
gido do arco ¢ composta de cndotélio Integro, espago subendotelial
de espessura variada e da membrana elastica interna, de dificil

caracterizacdo;

2°) a diferente permeabilidade da intima ac corante
azul de Evans nao tem base morfoldgica nos métodos por nds utili-
zados ¢ deve ser fenomeno fisiolégico e ndo patoldgico, proéprioc

destas areas;

3°) a auséencia de coloragio pelo azul de Evans na Inti-
ma nao exclui a possibilidade de desenvolver nela a aterosclero-

se pelos agentes aterogénicos; .

4°) no arco adértico, o limite entre a Intima e a média
€ dificil de se estabelecer pois uma numbrana eldstica interna ni-
tida s0 foi encontrada em dois dos 10 animais. Tentamos explicar
esta dificuldade propondo o conceito de membrana elastica interna
como estrutura dinamica e mutavel, variavel com o crescimento ar-
terial, onde o espessamento intimal difuso contribuiria para 0

crescimente da média em cspessura;

5%) o espessamento intimal difuso € um dado constante,

embora de espessura varidvel em cada animal e entre os animais.
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Nao prevaleccu em nenhuma das arcas estudadas. Nio deve ser visto
como lesao precursora da aterosclerose ¢ sim, fazer parte do de-

senvolvimento normal da parede da artéria.

6%} o espago subendotelial & composto de [ibras eldsti-
cas, fibras coldgenas, microfibrilas, substancia fundamental e de
varios tipos de células. As células musculares lisas sioc as mais
frequentes e.as menos frequentes foram identificadas em microsco-
pia eletronica como fibroblastos, mondcitos e c@lulas indiferen-

cladas, que denominamos de células mesenquimatosas nultifuncicnais.

7?) nio ha diferengas morfoldgicas em microscopia opti
ca e eletronica entre a estrutura da intima da curvatura menor e
a da curvatura maior do arco adrtico. Portanto, a explicacgao para
depdsitos lipidicos ocorrerem mais precocemente na curvatura me-
nor, nao tem base morfoldgica nos métodos por nds utilizados e de
ve estar mais relacionada as condi¢des funcionais préprias do flu

X0 sangulneo nesta area.
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APENDICE

1) Processamento do material para microscopia eletronica:

A) Fixagao:

B)

f

em Karnovsky por pelo menos 2 horas, na gecladeira

- lavar 2 ou 3 vezes em tampdo de cacodilato de sddio

106

- tetroxido de osmio a 1% em tampido cacodilato, por 1,5 h

a 2 h na capela

- lavar em solugao de acetatc de uranila a 0,5%, rapidamen

te

- acetato de uranila a 0,5% pelo periodo de 1 moite, na gc

ladeira.

Desidratagio: em acetona p.a. {Queel), a temperatura

biente.

- acetona a 30% 30 minutos

- acetona a 50% 15 minutos

- acetona a 70% 15 minutos

- acetona a %0% 15 minutos

- acetona anidra - 2 passagens de 15 ninutos

Obs.: A acetona anidra € conseguida através da adigao

sulfato de sdadio ao solvente.

am-

de
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C) Embebicdo e Inclusio:

Composigao da rosina usada:

Araldite Cy 205* 11,4¢g

Endurecedor DDSA ({anidrido dodecenil succinico)** 8,0g

DMP-30 (tri-dimetil-amino-metil-{enol)™** 0,6ml

dibutil-ftalato** 0,05ml

* Materiais Plasticos Uegama - S3ao Paulo

** Polysciences Inc.

Colocamos o material numa sclugao composta de resina e
acetona anidra na proporgao 1l:1 ¢ deixamos de 2 a 4 horas giran-

do no rotor.
Em seguida, o material & colocado na resina pura e dei
xado 1 hora na estufa a 37YC. Inciuimos em forminhas e levamos &

estufa de 60°C por 3 dias,

2} Fixador de Karnovsky
A) solucdo de paraformaldeido a 1%
B) solucdo de glutaraldeido a 3%
C) tampao cacodilato de sdodio 0,07M

Ajustar o pll para 7,2 a 7,4.



3) Esquema da ficha de observacdo das

Cocelho n°

I)
1)
23
3)
1)
5}
6)
7)
8)

Endotélio

membrana citoplasmatica
solugiao de continuidade
células salientes
vesiculas superficiais
vaclolos

REL

RER

mitocondrias

I11) Jungoes

1)
2)
3)

tipo
numero

sinais de lesdoe

4) processos alongados para a luz

1V) Espacgo subendotelial

1)
2}
3)
4)
3)
6)
7)
8)
9)

10)

espessura maxima

edema

elastico

colageno

microfibrilas

célula muscular lisa
camadas de cé€lulas
células nao musculares
relagio c€lula x elidstico

processos celulares

Curvatura:

9}
10)
11)
12)
13)
14)
15)
16)

111

1)
2)

V)

1}
2}
3}
4)
3}
6)

VI)
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fotos de M. Eletronica

Foto n*

Golgi

ribossomos livres
microfilamentos
liscssomos
Weibel-Palade
nicleo

membrana nuclcar

glicogénio

) Membrana basal

espessura

composigao

Membrana elastica interna
nitida

indistinta

segmentada

duplicada

relagido Intima / média

células atravessando a MEI

Observagoes



