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1. INTRODUCAO, FINALIDADES DO TRABALHO E
REVISAO DA LITERATURA PERTINENTE.

1.1. Introdugac

A causa da aterosclerose humana e desconhe
cida (46,52). 0 ateroma & considerado como a sua lesdc basica,
formado na camada intima da arteria, uma vez que a chamada 1i-
poidose da Intima pode regredir (27). Microscopicamente & cohg
tituido de duas alteragdes fundamentais, uma de carater hiper-
plasico (hiperplasia de células musculares, fibras elasticas e
coldgenas) e a outra de carater degenerativo, principalmente 1i
pidico. Este manifesta-se pelo depdsito de colesterol, fosfoll
pides e triglicérides, constituindo o colesterocl mais de 70%
de todos os lipides (52).

_ Portanto, a eticlogia da aterosclerose po-
de ser investigada estudando-se em primeiro lugar a causa do
espessamento hiperplasico da intima e em segundo lugar a causa
do deposito lipidico. Como a etiologia do espessamento , do de
posito e da propria aterosclerose e complexa, & preferivel di-
zer-se patogenese causal destes processos .

0s trabalhos de Lopes de Taria (1961 1965)
na aorta de pacientes com cardiopatias ciandticas congenitas -
(11) e de pacientes com morte subita necropsiados no Servigo
Medico-Legal (L3,44) mostraram gque o espessamento hiperplisi-
co da camada intima €& secundario a processos regressivos,sobre
tudo necréticos,na camada média. Mais tarde, ocorre nesses es-
pessamentos deposito lipidico.

. Esses trabalhos e outros da literatura le-
varam ao ccncelto, hoje aceito, de que a hiperplasia-da intima
precede © deposito lipidico (46,62).

Nos espessamentos da intima, apds a necro-.
se da camaca media da aorta, causada pelo colapso ortostatico
no coelho, nao ocorre deposito lipidico se ndc houver altera-

-

oes da diezz do animal (39). Resta saber se alterando-a, a

Lp)

3

custa de colesterol ingerido, este se deposita nos espessamen-—



tos.

Em trabalho anterior de Lopes de Faria e Fa
ria (1871) ficou demonstrado que, no coelho com hiparcolestero-
lemia relativamente baixa (2,5 vezes a normocolesterolemia) e
por curto tempo (4 a 8 semanas), o deposito lipidico se da  em
areas de prévio espessamento espontaneo, hiperplasico, da inti-

ma da aorta.

1.2. Finalidades do trabalho

Do exposto, rescolvemos fazer este tTrabalho
visande duas finalidades principais:

a) estudar melhor a relagdo entre o espes-—
samento espontaneo da aorta e o deposito lipidico em coelhos nor
mais submetidos as mesmas condigdes experimentais de nosso tra-
balho anterior (47), ou seja, hipercolesterclemia baixa e de
curta duragao.

b) saber se em espessamentos da intima da
aorta provocados pelo colapso ortostatico tambem ha depdsito 1i
pidico na presenca de hipercolesterclemia baixa e de curta du-

ragao.

1.3. Revisao da literatura pertinente

E conhecida desde o inicic deste século a
aterogenese experimental do coelho por dieta rica de colesterol
(%,5,35).

Nesta aterosclerose varia a opiniac dos au-
tores quanto ao deposito lipidico, isto &, se ele ocorre em in-
tima normal ou em intima normal previamente alterada. © Para
Anitschkow (1967) o depdsito se faria na intima sem qualquer es
pessamento e haveria proliferacgao conjuntiva reacional ( fibras.
argirofilas e fibras elasticas) apos o deposito.

Klotz (1915-1916) diz que o colesterol & fa
gocitado pelas células endoteliais, descreve proliferacic endo-
telial e ao mesmo tempo hiperplasia do tecido coﬁjuntivo subja-
cente. Assim, pela descrigao de Klotz, a hiperplasia nao prece-
de o deposito, mas & concomitante a ele.

Duff (1936) menciona que pequenas lesces ma



croscopicas consistiam de espessamentos da intima formados qua-
se exclusivamente da camada subendotelial tumefeita, imbregnada

- . - . - - -
de lipides, com celulas fusiformes, porem sem celulas espumocsas.

Em outro trabalho, Duff, McMillan e Ritchie (1957)também nio des
crevem o espessamento antes do actmulo lipidico. Para Wang,
Strauss e Adlersberg (1956) a2 alteraclo mais precoce na Iintima
seria o acUmulo de mucopolissacarides acidos, que precederia,pro
vavelmente., o depdsito lipidico. Ja para Gore e Bar (1959) este
precederia aguele.

Congtantinides (1965) diz que o deposito se
da na parede arterial normal, nao modificada. Zemplényi (1968)
refere que fibroblastos aparecem mais tarde no curso da ateros-
clerose experimental. Dayton e Hashimoto (1970) deixam a ques-
tao por resolver.

Em conclusao, na literatura, tanto quanto
seja de nosso conhecimento, permanece a ideia inicial de
Anitschkow (4) de que a hiperplasia da intima & secundaria ao
deposito de colesterol. Por isto, o nosso trabalho anterior (47),
ja referido, foil o primeifo a chamar a atengac para o fato de
que, na aterosclerose dietetica do coelho, ¢ espessamento hi-
perplasico espontaneo da intima precedia o deposito de coleste-
rol. Tal espessamento & constituido de células musculares, célu
1as indiferenciadas, fibras colagenas, fibras elasticas e subs
t3ncia mucoide ou metacromatica (azul de toluidina). Diga-se,po
rém, que antes de nos, Schenk e colaboradores (543 notaram,oba—
sionalmente, com a dieta de colesterol, depdsito lipidico no eg
pessamento espontaneo da intima, sem darem maior importancia ao
achado.

| _ A hiperplasia da intima, como fenomeno pri-
maério, ac qual se segue O deposito lipidico, encontra apoio em
alguns outros trabalhos: apos congelamento da parede adrtical60),
acdo da nicotina e vitamina D (24), ligadura arterial (22) etc
(ver Discussao).
' No colapso ortostatico do coelho, Lopes de
Faria (1955,1962) observou necrose prim&ria da camada média da
sorta (32) = das artérias coronarias (U2), seguida de hiperpla-
sia secundaria e reacional da Intima, constituida de células -
rusculares, fibras colagenas e fibras elasticas. Em um Gnico ani
mal, dentre 6, houve aclmulo lipidico em espessamento provocado

da arteria coronaria (#2). Cavallero, Turolla e Solcia (1963)



-

nio observaram influéncia da arteriopatia pelo colapso ortosta
tico sobre a evolug3o da aterosclerose experimental do coelho.
As lesdes dz média ndo formam, segundo eles, um local favoravel
ao aparecimento da infiltragdo lipidica. O trabalho desses au-
tores € sucinto e nada mais diz de interesse para esta pesquil
sa a ndo ser a perda de atividade enzimatica na média necroti-

Cd.



2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizades 29 coelhozs machos, adul-
tos, 5 @ 6 meses de idade, da raga "Norfolk cross'", de peso ini
cial variando entre 2.275 e 3.550 g . Os animals aumentaram de
_peso, em média, 165 g, durante o tempo de experimentagao, exce
to um coelhc (C.78/75) que perdeu 150 g . Eram alimentados com
uma racac prépria para coelho, suplementada com verdura fresca.

Os animais foram divididos em 3 grupos:

Grupe I (controles sem dieta de colesterol), 7 animais;

Grupo IT (contreles com dieta de colesterol),? animais;

Crupo III (animais-tegstes com dieta de colestercl e sub-
metidos ao colapso ortostatico), 15 animais.

A duracgdo da experiencia foi entre 4 e 8se
manas, fazendo excegdo 9 animais sacrificados entre a 3% e 11@
semanas. (0 atraso do sacrificio foi devido a problemas relacio
nados com o estudo histoquimico). |

0s animais dos grupos 1II e IIIL, além da ra
gao estandardizada, receberam por sonda gastrica, em média,ce;
ca de 1 g de colesterol (Merck), emulsionado em agua, em dias
alternados, durante toda a duragdo da experiéncia. Semanalmen
te retirava-se cerca de 1 ml de sangue por pungao da vela mar-
ginal da orelha, eventualmente por pungao cardiaca,para se pro
ceder a dosagem de colesterol no soro. A dosagem era feita sem
pre em duas amostras. Conforme o nivel de colestercl no soro,
aumentava-se ou diminuia-se a administracaoc de colesterol, pro
curando-se mante-lo cerca de 3 a 4 vezes o valor normal.

0 método de dosagem do colesterol foi o di
reto com perclorato ferrico num sistema de acetato de etila e
dcido sulfirice®, utilizando-se o especirofotometro Zeiss PM 4

no comprimento de onda de 610 nm.

T

* Doy Diagnostics, Cholesterol Determination.(The Dow

Chemical Company, P.O. Box 68511, Indianapolis, in 46288).



0s animais do grupc 111 foram submetidosg
ao colapso ortostatico uma semana apos o inicio da dieta de co
lesterol.

A técnica para produzir o colapso ortosta-
tico consiste em prender firmemente as patas e a cabeca do ani
mal em uma goteira. A seguir, coloca-se o animal em posigac ver
tical. Cerca de 15 a 20 minutos ap55, ele entra em colapso ou
choque. A caracterizagao do estade de choque ¢ feita por al-
guns sinais como: perda do tonus muscular e relaxamento dos es
fincteres, dispnéia, cianose das orelhas e focinho, pulso na
artéria femural filiforme ou imperceptivel e diminuigdo ou per
da do reflexo oculeo-palpebral. 0 estado de choque era mantido
durante cerca de 30 minutos. Quando muito grave, punha-se o ani
mal em posigdo semi-vertical e, mals raramente, em horizontal,
para melhoria. (Para mais pormenores sobre o colapso ortostati
co, ver o trabalho de Lopes de Faria, 1958).

0 sacrificio dos. animais f01 felto com uma
pancada na nuca e sangria imediata por secgao dos vasos do pes
cogo.A seguir, procedia-se a necropsia, com exame dos Orgaos ,
‘disseccio e vetirada de toda a aorta e de um fragmento de figa
do, que eram colocados em uma solugao fixadora de formol neu-
tro cloretado durante 24 horas (7). ApGs esse Tempo, a aorta
era corada pelo sudao para exame macroscopico (30).

Em 9 animais, a aorta ascendente e o arco
adrtico ndoc eram fixados devido ao estudo enzimatico (ver adian
te).

Para o eXame microscépico retiraram~se da
aorta ascendente e arco (segmento A), da aorta toracica descen
dente (segmento B) e da aorta abdominal (segmento C) 3 fragmen-
tos de areas positivas e negativas macroscopicamente a colora-
cdo pelo suddo, mais ou menos equidistantes um do outro, para
cortes em congelacio. Coraram-se 3 cortes de cada fragmento pe
1o sudio IV - propileno glicol (66); também do figado foi fei-
to um corte em congelacgao e corado pela mesma técnica.

Evitou-ge retirar fragmento para exame mi-
croscopice das ireas com esclerose espontanea de média, exceto
nos coelhos em que a esclerose era intensa.

Toda a sobra dos fragmentocs e da acrta des

cendente, préviamente enrolada, foram incluidos em  parafina,



segundo técnica comum. Formou-se um bloco uUnico com os fragmen
tos transversos de B e C designando-os segmento B. A porgac en
rolada da aorta descendente designou-se '"rolo™.

De cada bloco de parafina, em numerc de 3
(A, B e rolo), foi tirada uma serie consecutiva de 6 cortes,ca
da um de'BJw de espessura, numerados de 1 a 6. No corte n® 1,
foi feita a coloracao pelo azul de teluidina (A.T.), no 2 hema
toxilina-eosina (H.E.), no 3 Weigert para elastico-Van Gieson
(W.V.G.); o8 demaiseram utilizados para as mesmas coloragdes em
caso hecessario, ou para as coloragdes hematoxilina férrica de
Heidenhain e hematoxilina fosfotlngstica de Mallory.

A coloragac pelo azul de toluidina fei feil
ta durante 5 minutos segundo o metodo de Lison, usando-se uma
solugao tamponada a 0,1% no pH TR TN

Nos coelhos do grupo IIT, quando nao se en
contrava medionecrose provocada na 12 serie de cortes,tiravam-

-se 3 novas séeries do rolo.

Para a histoquimica enzimatica, utilizaram-
-se 8§ coelhos, sendo 3 do grupo I, 2 do grupo IT e 3 do grupo
TIT (Tab.IX). (Um outro coelho naoc sera apresentado por ter si
do parcial o estudo histoquimico). Para esta finalidade, a aor
ta ascendente e o arco adrtico eram retirados imediatamente a-
pos o sacrificio dos animais e recortados em fragmentos de 1 a
2 mm de espessura. Em seguida, sem perda de tempo, os fragmen-
tos eram mergulhados nc nitrogénio liquide durante 1 minuto,le
vados ao criostato e presos ao suporte de material por meio do
1iquido designado "Tissue Tek II" (Lab-Tek Products,Naperville
I11. ) de modo a formar o conjunto de fragmentos um bloco Uni-
co ao congelar aguele 1iquido. Na temperatura de - 209 C fa-
ziam~se 15 a 20 cortes de boa qualidade de & A& de espessura em
séries ininterruptas de cortes, tendo cada série, no minimo, 5
cortes.

_ Procedia~se nos cortes, pegos em laminas
muito limpas sem qualquer adesivo € seqﬂencialmente obtidas,as
técnicas para demonstragao de: adencosina trifosfatase (ATPase),
difosfopiridina nucledtide-diaforase (DPN diaforase), fosfata-
se 3cida,lipase-esterase e suddo IV - propilenc glicol (66).Co

mo controles das enzimas, utilizaram-se cortes nao tratados De



los respectiveos substratos.

Método para ATPase (51,61).

a. Tratar os cortes pela solugao de adeno-
sina trifosfate na concentracao final de 0,005 M e no pH 9,4 ,
durante 5 a 90 minutos na estufa a 372 C . (Na preparacac da so
lucdo entram o tampao de barbiturato 0,1 M e cloreto de calcio
0,18 M)

b. Lavar duas vezes no cloretode cilcio a 1%;

c. Lavar no cloreto de cobalto a 2% e em
seguida numa nova solugao durante 3 minutos;

d. Lavar em agua destilada;

e. Tratar pelo sulfeto de amonio a 1%, 1 a
3 minutos;

f. Lavar em agua destilada;

g. Corar pela hematoxilina de Harris;

h. Desidratar pelos alceois. Clarear em xi

lol e montar em resina sintetica.

Método para DPN diaforase (6a, 61)ou NADHg
tetrazolio redutase (1). '

a. Incubar no substrato censtituido de DPNH
(difosforopiridina necleotide reduzida) adicionado de nitro BT
(nitro azul tetrazdlioc) e de tampio de fosfato 0,2M (pH 7,2 a
7,4}, em temperatura ambiente durante 10 a 15 minutos;

b. Passar no acido acético a 1%, 1 minuto;

Passar no formeol neutro tamponado a 10%,

10 minutos;

d. Lavar duas vezes em agua destiladas

e. Corar os nuclecs com o carmim de Mayer;

f. Desidratar em alcool. Clarear em xilol.

Montar em resina sintética.

Metodo para lipase-esterase (20,61).

a. Incubar no substrato "Tween 80" a 5% em

tampao 0,05 M tris-maleato em pH 7 a 7,4, adicionado de clore-



to de calcio a 2%, durante 14 a 24 horas na estufa a 379C;

b. Lavar em agua destilada, duas vezes;

¢. Passar no nitrato de chumbo a 2%,duran-
te 10 minutos, na temperatura de 50-559C;

d. Lavar em agua destilada tres vezes, du-
rante 2,3 e 5 minutos respectivamente;

e. Passar no sulfeto de amonic a 1%, 5 mi-
nutos;

f. Lavar em égua corrente, 2 minutcs;

g. Corar pela hematoxilina de Harris e pro
ceder até a montagem em resina sintética. Desidratar e clarear

em tetraclorcetileno.

Método para fosfatase dcida (20,61).

a. Tncubar no {3 -glicerofosfato de -sddio
a 1,25% em tampaoc tris-maleato 0,1 M em pH 5,0, adicionado de
nitrato de chumbo a 0,2%, durante 30 a 50 minutos, na tempera-
tura de 37°C;

b. Passar em agua destilada trocada 4 ve-
zeé, perfazendo ao todo 1 minuto; |

c. Tratar pelo sulfeto de amonioc a 1%, 1-2
minutos; - -

d. Lavar em agua destilada, duas vezes;

e. Corar os nucleos pela hematoxilina cde
Harris;

f. Desidratar, clarear em tetracloroetiie-

no e montar em resina sintetica.

Nas Tabelas IV, V e VIT e nas Figuras 1 e
2, a consignacdo de menor niimero de animais se deveu & utiliza

cao de alguns deles para a histoquimica enzimatica.



3. RESULTADOS

0 resultado da dosagem do colesterol Total
no soroc dos animais, para os diversos grupos, esta consignaco
nas Tabelas I, II e IIT.

No Grupo I, a media foi de 49,5 + 13,9 mg/
/100 ml (Tab. I);

No Grupo II, a média antes da dieta de co-
lesterol foi 59,0 + 18,0 e depois, 188,4 + 77,5 mg/1l0C0 ml (Teb.
i),

No Grupo ITI, a media antes da dieta  foi
53,2 + 18,1 e depois , 176,3 + 50,95 mg/100 ml (Tab.IIT).

3.1. Aspecto macroscoOpico

A necropsia de todos og animals nada reve-
lou de especial nos Orgdos, exceto o C.1/75 que mostrou inten-
sa broncopneumonia por aspiragao da emulsao de colesterol. Es

+te animal faleceu 5 dias apcs a aspiragdo.

3.1.1. Lesdes de esclerose ou calcificagéo

ecpontinea da meédia.

Dos 2?9 coelhos estudados, em 9 naco foil ava
l1i1ada a esclerose da aorta ascendente e arco porque estes seg-
mentos foram retirados para o estudo histoquimico. Assim, ten
do em vista que para a aorta ascendente e arco a amostragem e
de 20 coelhos e para a aorta tordcica descendente e aorta abdo
minal & de 29 coelhos, & a seguinte a distribuigdo das placas
espontaneas (Fig. 1): '

a) na aorta ascendente, 9 animaisg (45%);

b) no arco, 12 animais (60%), sendo que des
tes 12, 6 apresentavam também localizagao na aorta ascendente;

c) na aorta toracica descendente, 3 anina

is (10%), sendo que em 2 a localizagdo foil simultanea na aorta

e

O
cendean

=3

U}

a 2 ayco:

d) na aorta abdominal, 2 animais (3%}, sen
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Tab.I. Dosagem semanal do colesterol total no soro dos animais do grupo I, em mg/1l00 ml.

Coe-l P e 5 of|Total de
lho | inicialjcolest. 0 1< 22 3a Lha ha ga 74 ga ga 16a 114
ne £ adm. g .
3] 3.250 - 32,71 28,0 26,1 33,3 29,8
51 3.550 - 66,8 | 53,4 | 43,5 | 50,01 53,5
81 | 2.450 - 141,498,404 1 38,0 | 76,7 151,54 52,4149,2
82 | 2.275 - bg,7 | 29,0 [ 43,3 | 41,91 22,01 36,9
.mm 3.100 - 63,2 { 55,5 [ 36,7 [ 66,7 { 61,5] 58,0 | 52,3 58,4 65,7
86 | 2,550 - 11,2 | 38,3 | 47,3 | 51,7 | 43,5 38,5 | 47,0 56,9 58,01 54,7} 63,1 4,0
97 | 2.800 - 36,1 | 41,7 | 16,7 ] 50,7} 37,11 40,1 149,91 59,5167,7{ 82,8] 72,1 53,1

Valor medioc: 49,5 + 13,9




Tab.II. Dosagem semanal do colestercl total no soro dos animais do grupo 11, em mg/100 ml.
Coe-|P e s olTotal de
lho | iniciallcolest. 0 14 28 3a ya 54 6a 74 ga 9a 104
ne g adm. g
11 2.950 A72,5 W3, 3.6 4i,3 58,3 98,0
2 | 2.850 22,5 U9, ? 47,2 70,7 55,6 | 142,0 | 238,8
83 [ 2.475 10 75,0 | 333,5 | 238,66 1316,8 ] 286,86 225,H
g4 2.3560 16 91,0 [ 17,4 | 273,5 322,0 206,8 93,5 | 399,8
88 | 2.700 9,5 42,0 | 239,4 | 141,7 |153,4
B9 | 2.750 UL 53,3 | 126,7 | 1ug.,u 79,91 140,3 {168,3 | 210,9 ] 3u4u4 .6 | 487,0 325,0
g0 | 3.7250 50,5 59,8 66,7 6l,7 mw.uo 190,3 | 2563,2 1293,44 309,95 303,11 257,8 |4iy4,7?
Valor medio: antes do colesterol 59,0 + 18,0
depois do colestercl 188,4 + 77,5
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Tab.ITI. Dosagem semanal do colesterol total no soro dos animais do grupo III,em mg/100ml.
Coe-| P e s o}Total de

lho | inlcialicolest. 0 1a 2a 3a a a ga 78 aa géa 10a 114
?:c £z adm. g

208 13,250 17 BO,0j 93,41103,8] 41,4 111,8

78 2. 050 20 50,0 55.6|31.3,5 64,8 256,8

30 2.750 22,5 48,0 44,901192,01140,9{193,7| 248,7

33 3.250 13 71,31167,0]142,7]{ 249,11 250,31196,9

34 3.000 13,5 50,7 (110,0(293,5} 68,0[255,2| 237,5

73 2.700 18,5 65,41 93,u4|206,4/190,01188,0]133,83

75 3.100 19 53,01 82,0}264,41433,5[103,7] 30,5 56,6

78 2.950 19 80,0} 83,8]|536,9/431,5]257,6]155,9

79 2.850 14,5 73,4 1259,61366.8[19L,61127,1)184,5

91 2.750 38 4g,3% 91,3|231,8; 70,0{ 72,3/183,8,100,9}313,%

97 2.500 48,5 25,8} 73,01131,7} 55,0{138,4/167,7,181,1]128,21277,4/428,9

93 {2.600 50,5 |78,5|152,0/853,5/173,4] 78,4]159,6/161,8/108,31348,932%,1|493,7{477,8
ay 2.850 27 26,2 (108,5{166,7] 73,4} 79,9/103,2| 88,9

95 2.500 26 30,2 (179,5(198,4]106,71 72,3/108,0/118,6

96 | 2.750 58,5 |37,7| s8,7]156,7| 95,3]108,0] 81,7|119,7|214,6/3568,0|343,7| 398,2]333,8

Valor medic: antes do colesterol 53,2 + 18,1
depois do colesterol 176,3 + 50,5
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Fig.-1. Frequencia e distribuigaoc da esclerose espontanea na
madia da aorta nos 3 grupos de animais.,ao exame ma-

croscopico.
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do em 1 tambem no arco e o outro em todos 05 segmentos.

As lesoes eram er grau leve, geralmente de
forma arredondada, deprimidas, mails raramente alongadas ou ova
lares e salientes e, quando maiores, de consistencia dura. Faz
excegaco um animal (C.85/75) em que a esclerose da media era gra-
ve. 0 tamanho das lesodes variou entre cerca de 0,1 e 1 cm nos

maiores didametros, sendo as malores calcificadas.
3.1.2. Depdsite lipidico

0s coelhos controles, que nao receberam co
lesterol (grupo I) ndo mostraram depdsito lipidico na Intima.

Todos os demais (grupos II e IiI), mostra-
ram-no cuja distribuicdo ao longo da aorta esta demonstrada na
Fig. 2, em que um dado animal pode apresentar comprometimento
em um ou mais segmentos.

No grupo II, a aorta ascendente estava atin
gida em 1 animal (20%); o arco adrtico em 5 animais (100%); a
aorta tordcica descendente em 4 (57%), todos no seu tergo supe
rior; e a aorta abdominal em 2 (28%), ambos no seu tergo supe
rior, sendo um destes também no tergo médio.

Ne grupo IITI, a aorta ascendente comprome-
tera-se em 7 animais (58%); o arco aortico em 12 (100%); a aor
ta toracica descendente em 11 (73%),todos no tergo superior, com
extensdc para baixo em 2; e a aorta abdominal em 7 (46%),todos
no ter¢o superior.

A diferenca de fregliéncia entre os grupos
IT e ITI sao mostradas na Figura 2,na Tabela IV e nos Graficos
1A e 1B.

Quanto a intensidade e extensac das areas
de depdsito lipidico, nota-se que, em ambos os grupos conjunta
mente, as lesdes sao leves na maioria dos animals (15 coelhos),
moderadas em raros (2 coelhos do grupo II) e intensas em al-
guns. Os Ultimos animais s3o em nimerc de 5 e todos pertencen-
tes ao grupo III. _

As areas de deposito lipidico  apresenta-
ram-se sob forma de pontos, arecags arredondadas, alongadas ou
irregulares, ce aspecto estriedo ou homogeneo. 0 seu  tamanho

variou entre cerca de 0,1 e 0,2 ¢m nos maiores diametros.Quan=~
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Tig, 2 . Freqiéncia do depdsito lipidico na intima dos di-

vergos segmentos da aorta nos grupos IT e ITT de

animais, a0 exame mMacroscopico.



da aorta nos quatro segmentos, ao exame macrosc&pico.

Tab.IV. Frequencia de depbsito lipidico na

++++

-
-1

intima

A.Asc.

Arco

ALAbd.

Coelhos G + 4 +++ Totall
Grupo II|{80% (4) 0 20% (1) 0 0 5
Grupo ITT|41% (5)]33% {(4)] 8% (1)|1l6% (2) 0 1?2
Coelhos 0 + ++ +++ ++++ | Total
Grupo II 0 40% (2)]60% (3D 0 0 5
Crupo TIT 0 50% (6)} 25% (3){25% (3) 0 i?
Coelhos 0 + ++ +++ ++++ [Total
Grupo II|u2% (3)}28% (2)]28% (2) 0 0 7
Grupo ITII}26% (8| u0% (8) 6% (1)[20% (3)16%(1) 15
Coelhos 0 + ++ ++4 ++++| Totall
Grupe II|71% (5)]1u% (1)131u% (1) 0 0 7
Grupo ITI|53% (8)|u40% (6)| 8% (1) 0 0 15

A.Asc. = aorta ascendente.

A.T.D. = aorta toracica descendente.

A.Abd. = aorta abdominal
Depositos: 0 = ausente; + = raroj; ++ = freqﬂente; 4+ 2 i+t

.. " - -~
muito frequente. Os numeros entre parenteses

presentam ¢ n® de animais.

re-
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aorta Toracica descendente e aorta abdominal.
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do as areas eram confluentes o tamanho atingiu ate 2 om o ma’-

or didmetro (Figs.3 e 4). Localizam-se os depositos nz margem
de &stios de ramos da aorta, curvaturas, na margem de piacas
de esclerose espontanea ou sobre as mesmas e também nEo sz re-

lacionam com tais estruturas.

3.2. Aspecto microscopico

3.2.1. Grupo I (Controles sem receber cc-

lesterol).

3.2.1.1. Camada média

Apenas 4.coelhos mostraram dreas ce escle-
rose espontanea da media, em geral calcificadas, localizadas

predominantemente no tergo internc da média (m.i.) quando pe-
quenas, e estendendo-se aos tergos medio (m.m.) e externc { m.
e.) quando maiores. Estas escleroses espontdneas so foram ern-

contradas na aorta ascendente e arco {(segmentos A).

| d

Na camada media havia areas claras, gera

mente alongadas, lacunares, contendo substancia basofila,na ¢

|

loracdo pela H.E. (Fig. 5). Na coloragdo pelo Weigert-vVan-Gie-

‘son tais areas ocupavam os esbagos intérlamelares, de largu:

3
i

conservada ou dilatada, lembrando micro-cistos. Eram preenchi-

= g
|4

das por substancia metacromatica (revelada pelo azul ds tolu

dina), fibrilas elasticas e fibrilas colagenas, ambas bem ¢

=

/]

mal coradas. Tambéem havia fibras colagenas mais espessas.?A sub

|

0

tAncia metacromatica ora predominava sobre os demais elemanto
(4 animais), ora predominavam estes (3 animais); num nesmo anil
mal também havia ambos aspectos. '

Todos os coelhos mostraram as refericas 1a
cunas nos segmentos A e B da aorta, exceto um animal cue néo
as apresentou e cutro contendo-as s6 no segmento B.

No segmento A a freqléncia das lacunas 2
maior do que no segmento B, isto porque a freqﬁéncia maxira en
A estd em cuas cruzes, enguanto que em B estd em uma cruz.
(Tabs. V e VI, Grafs. 2 e 3).

As lacunas localizam-se em toda a espas-

- ' 1 .
sura da camada media, sendo mals frequentes no tergo internd
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Fig. 3. Grupo III: depsito lipidico na in
+ima da aorta sob forma de areas punctlformes, isoladas ou ccn
fluentes e em estrias(setas). Coloragao pelo sudao IV, método de
Holman e colaboradores.
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Fig. 4. Grupo ITI: depdsito lipidico na
toracica descendente, mais intenso do que no ¢
A mesma coloracgcao que para aquele.

tima da aorta
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Tab.V.

" .
Frequencia de lacunas na

aorta no gegmento A nos 3 grupos de animais.

czmada media da

Coelhos 0 + + ++ +++ Total
Grupo I 16% (1) -0 16% (1) | 66% (L) 0 8
Grupo IT | 14% (1) 0 28% (2) | u2% (3) 183 (L] 7
Grupo III 6% (1) | 8% (1) | 20% (3) | 60% (85 6% (1) 15
Lacunas: 0 = ausente;
+ = duvidosa ou mui rara;
+ = para;
++ = freqllente; _
+++ = muihfreqﬁente. Os numeros _ entre
parenteses representan O nwnero de
animais.
(I
80 |
70 |- 1 Grupo I
60 L N Grupo IT
50 L B crupo 1II
40 L
30 L

Graf.?2.

+

+

1 .
Frequencia

Representagac grafica dos resultados da Tab.V
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Tab.VI. Frequencia de lacunas na camada media

da aorta no segmento B nos 3 grupos de animais.

Coelhos 0 + + ++ +++ | Total
Grupo T 28% (2) | 28% (2) | 82% ()| 0 0 7
Grupo IT 14% (1)} u2% (3) ] 42% (3) 0 0 7
Grupo IIT 13% (2} 0 73%(11) | 13% (2D 0 15

Para o significado das designagOes, ver a Tab.V.

of
'

80 L - 1 Grupo I

70 L N Grupo IT

60 @ Grupo IIT
50
)
30

20 L

10

VLA IS L7/ ld

0 L+ + +4

1t - -
Frequencia

Graf.3. Representagdo grafica dos resultados da Tab.VI.

24
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. . - 1 - . -
desta camada (m.1.) e diminuem em freqguencia no sentido do ter

co externo (m.e.). Este fatc & mais evidente no segmento B, on
de na m.e. 100% dos coelhos nao mostram lacunas (Tabs.VII e
VIII, Grafs.4% e 5).

3.2.1.2. Camada intima

Esta camada é formada de céelulas  endote-
liais e da membrana elastica interna, que freqﬂentemente & mais
corada pelo corante de elastico do que as lamelas da media (fuc-
sina-resorcinal.

A aorta de todos os coelhos, em toda a ex-
tensao, mostra espessamentos da ‘Intima, geralmente freqﬁentes.
(Figs. 5 e 6). Faz excegdo a aorta descendente do C.85/75 que
nac revelou espessamento ao nivel do segmento B.

A frequéncia dos espessamentos da intima &
em geral malor no segmento A do qué no segmento Bj; sua intensi
dade tamb&ém diminui em sentido distal, porém de modo irregu — .
lar, havendo as vezes espessamentos distais de igual ihtensidg
de aos proximais. .

O0s espessamentos sao geralmente longos,cha
mados difusos, de intensidade variada,leves a intensos,com pre
dominio dos leves e com poucas celulas (Fig.6); a sua altura
varia deade menos de um espaco interlamelar da media ate 4 es-
pacos interlamelares (cerca de 28A). A estrutura tambem varia
e podem eles assumir tres aspectos na coloragao pelo método de
Weigert-Van-Gieson, conforme a natureza dos elementos situados
entre a camada endotelial e a membrana elastica interna:

a) constituidos de células, substancia fun
damental rosea e/ou amarela e fibrilas elasticas e colagenas ,
ambas mal ou bem coradas (Fig.8).

b) constituldos de células e predominante-
mente de fibras elasticas varidveis em espessura, porém  mais
finas do que as lamelas da média, dispostas irregularmente, e
mais raras Tibras colagenas (Fig.7).

' | c) de mesma constituigdo e estrutura da mé
dia, porém com os espagos interlamelares menores (Ver a Figura
2u).

Todos os espessamentos mostram ainda subs-



Tab.VITI.

e~ . —_
Frequencia de lacunas nos tres tergos da

dia da aorta no segmento A, nos 3 grupos de animais.

Coelhos 0 + + bt ++ 4 Total
Grupo I 16% (1) 0 16% (1) 66% (W) 0 6
crupo IT {14% (1| 0 | 28% ()| 825 ()1vs 1| 7
Grupo ITT|13% (2)} 6% (1) 18% (2)]60% (9)| 6% (1)| 15
Coelhos 0 + + ++ +++ Total
crupo T |33% (2)]33% (2) 33% (2)| O 0 5
Grupo IT [18% (1)|57% () 28% (2) 0 0 7
crupo ITI|20% (3)]33% (5)[ 4% () 0 0 15
Coelhos 0 + " it s++ | Total
crupo T [50% (3)]33% (2) 16% (1) 0 o | 6
srupo TT | 28% (2)|52% (3) 28% (2)| 0 0 7
Grupo IIT|73% (1)|13% (2)]13% (23] 0O 0 15

Para o significado das designagoes,ver a Tab.
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L) et - - -
Frequencia de lacunas na camada media da

Tergo
internc

Terco
medio

Tergo
externo

Tab.VIIT.
aorta nos trés tercos da média no segmento B, nos 3 grupos de
animais.
Coelhos. 0 + + ++ +++ Totall
Grupo T [28% (2)]u2% (3)28% (2) 0 0 | 7
Grupo 1T |28% (2)128% (2) ué% (3) 0 0 7
Grupo ITI[13% (2)| 6% (1)[66%(10)|13% (2) O 15
Coelhos g + + .++ +i4 Total
Grupo I 85% (6)|1u% (1) 0 0 0 7
Grupo II |57% (#){42% (3)| 0O 0 0 7
Grupo TIT|23% (5)]33% (5) 265 (5] 6% (1] 0| 15
Coelhos 0 + + ++ +++ | Totall
Crupo 1 100%(7) ¢ 0 0 0 7
Grupo II |71% (5)28% (2) 0 0 0 7
Grupo ITI|53% (8)|20% (3} 26% {43 0 0 15

Para o significado das designagoes, ver a Tab.V.
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Fig. 6. Grupo I, coelho 86. Aorta descenden
(segmento B): observar o leve espessamento da intima

acima
nitida membrana elastica interna. Azul de toluidina.

3505,

Fig. 7. Grupo I, coelho 5. Aorta abdominal :
ar, acima da membrana elastica interna, o leve espessamento

-~ 5 . . - . - o
ontaneo da intima, constituido de numerosas fibras elasticas.
igert-van Gieson. 350x.



tancia metacromatica (azul de toluidina), mais abundante nos
primeiros espessamentos (a) e mais rara nos ultimos (c).

A delimitagdo entre os espessamentos da in
tima e a camada media e, freq&entemente, nitida, porém,nos es-
pessamentos em que a constituicdo se assemelha a da camada mé-
dia, a delimitacao nao & precisa por falta de nitida membrara
elastica interna.

As celulas dos espessamentos, na coloragao
pela hematoxilina-eosina, sao, alem das endoteliais,células mus-
culares e celulas indiferenciadas. As células musculares estio
situadas mais profundamente, mais proximo da membrana eldstica
interna e variam de tamanho, pequenas e grandes, umas e outras
com nitidas miofibrilas no citoplasma. As células indiferencia
das saoc mais superficiais, situadas geralmente logo abaixo do
endotelio (Fig.7a). Seu nicleo e geralmente de forma eliptica
ou cilindrica, de extremidades arredondadas, as vezes afiladas,
e claro, de cromatina muito fina e nucléolo n3o perceptivel. O
citoplasma em geral nao € distinto, confundindo-se com a subs-
tancia fundamental e sem miofibrilas (hematoxilina férrica de

Heidenhain e hematoxilina fosfotungstica de Mallory.

3.2.1.3. Histoquimica enzimatica

A atividade enzimatica nos espessamentos da

intima e a seguinte (Tab.IX): fosfatase acida e lipase-esterase,
mui fracas; adenosina trifosfatase (ATPase), fraca; difosforopi
ridina nucleotide (DPN) diaforase, moderada.

Quanto as células da intima:

a) Células endoteliais: n3o ha atividade

de fosfatase acida e de lipase-esterase, exceto ocasional ativi
dade mui fraca da primeira; a atividade da ATPase varia, haven-
do celulas negativas e outras de atividade mui fraca;também va-
ria a DPN diaforase, havendo células negativas, outras de ativi
dade mui fraca e finalmente celulas com moderada intensidade;

b) Células musculares: a atividade da fos-

fatase acida varia de fraca a moderada; a da lipase-esterase,de
ca a fraca; a da ATPase de moderada a intensa; e a DPN

diaforase, intensa;
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Fig. 7a. Grupo I, coelho 5. Aorta abdominal:
notar o leve espessamento da intima, com uma célula indiferencia
da (seta), que tem a sua esquerda uma pequena celula muscular.He
matoxilina férrica de Heidenhain. 5€0x.
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Atividade enzimatica na intima e na média da aorta nos 3 grupos de animals.

Tab.TX,
o] It . = -
COELHO N° |  ESPESSAMENTO MEDTIA CELULAS DOS ESPESSAMENTOS DA INTIMA
DA INTIMA — - :
Endoteliais - Musculares Indiferenciadas
U | ol v UL | wiu Wi Qo w ©
w0 [ wlw @ 0w o] mim [ wiwn [ 6]
M) gl il alm o1 @io w1 gl dfl _ ul
+ Ylo o o Q& oo o) Gle oo o] o L TU 0] @ i T O W &
& erljn Wl W Ol Hiwm W w Olg Hlwn o ® Qi e | W oimg Ao wi » 0
W oUjg o o W ojg o o Wil o|ld m o G oid © © galuy Ojd ®@| © w
mgla G Rl o®lo wmio ol & |2 odle wes o e f=od|lo wiee G e = odje el BB = ©
0 A o] = Hlo 4 Of H By A O b @ | A0 H O BB O oo B
2 P i [ R e I I = R Y i N A A =R v ] ¥ e Y B (=] Lo -] | o
Grupo I
85 + + + 1 4+ + A+ | ++ [+ - Rl B + A S B P e e
86 + + | ++ ] ++ + e+t L - S i B U L B Il R - - et e
97 + + LN S A UR NI E R o I el + + + el R N I Bl B
Grupe II
89 + + |+t A O e B R T Bt i Bl Nl
90 + L I R U I St R S A IR STl S S R T L e - +
Grupo III
92 Lt o A N E S B I AR I B - |+ + + + R E T S
33 + + S I I +++] -, d P N Sl o B + T4 bEE fo b, - +
36 + - )+t + | ++ + SR IE R L e B - -, hF S T P o Bl RSl Bt
- = reagdo negativa; + = reagao muito fracaj; + = reagao fraca; ++ = reacac moderada; +++ = rea

cac intensa; dois sinais, por ex. -,

+ = presenga de ambds as reagoes.
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¢) Células indiferenciadas: a atividade da
fosfatase acida & variavel, sendo negativa ou mul fraca; a da
lipase-esterase, negativa com ocasionais celulas mui fracamen-
te positivas; quanto a ATPase ha celulas negativas e <celulas
raca =tividade; a atividade da DPI diaforase varia de
intensidade mul fraca a moderada.

A atividade enzimaticz das celulas ca ca-

mada média e a mesma que a das cé&lulas musculares dos espes-—

-

gamentaos ca intima (Tab.IX).

3.2.2. Grupo II {Controles com dieta de cp

lesterol).

3.7.2.1. Camada média.

Dos 7 coelhos, 3 mostraram pegquenas areas
de esclercse espontanea, geralmente calcificadas, em ambos seg
mentos da aorta, exceto ne segmento B de um deles, que nao as
apresentou.bstas Zreas de esclerose espontanea estao localiza-
das no tercgo interno da média (m.i.) quando no segmento A e nos
tercos meédio (m.m.) e externo (m.e.), quando no segmento B.

Quanto as lacunas da media, sdo encontra —
das em todos animais, em ambos segmentos,exceto s6 no segmento
A em um animal e sO no segmento B noutro.

0s elementos constituintes destas lacunas,
a frequéncia de localizagadc nos segmentos A e B e a frequéncia
nos respectivos tergos da media sdao semelhantes aos dos coe-
lhos controles sem colesterol. (Tabs. V,VI,VII e VIITI,Grafs.?2,
3,4 e 5).

3.2.2.2. Camada intima.

Todos os coelhos mostraram espessarentos da

s - " . —~
intima, cuics aspectos e frequencila sao semelhantes acs dos coe-
os do Grupo I. 0 aspecto, entretanto, e diferente quanto e
tIo sdmente Iz cdlulas, nas areas de espessamento onde hd depd

o
sito linfiico. Este ocorre nos segmentos 4 e B de todos os cog
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Em dois coelhos (C.1 e C.84/75), poram,nzo
ha deposito em nenhum espessamento da intima da aorta abdomi —

nal.

-

Nio se nota depdsito lipidico em areas <a
intima sem prévio espessamento (Ver a Figura 23), fato este rais
evidente ao nivel da aorta toracica descendente do coelho C.L/
/75, onde nio had espessamento da intima.

0 depdsito de colesterol se faz nas célu-
las endoteliais, na substancia fundamental subendotelial & em
células situadas entre a camadae endotelial e a membrana elésti
ca interna (musculares e indiferenciadas) (Tab.X). (Ver as Figu
ras 14 e 15). Tais células, inclusive as endoteliais, acham-se
um pouco aumentadas de volume e sdo mails numerosas gquandc O e
posito é maior (Ver as Figuras 22 e 23).

_ Em alguns coelhos notou-se depdsito lipici
co em espessamentos da Intima de Ostios de ramos da aorta.

Tambéem a camada média, subjacente ac depd-
sito lipidico na intima, mostra inconstante e raro actmulo 1i-
pidico . -

No figado, as células de Kupfer apresenta
ram deposito lipidico, de grau leve a moderado (Fig.8), apenzs

na metade dos animais, nao ocorrendo nos restantes.

3.2.2.3. Histoaquimica enzimatica

0 comportamento enzimiatico dos espessamen-
tos da intima e de suas proprias células & semelhante aos dos
animais do Grupo I fazendo excegoes: a atividade da ATPase,que
5 mais intensa nos espessamentos da intima (passa de fraca pa-
ra moderada); e a atividade fraca da DPN diaforase nas célulszs
musculares da Intima de um animal (no grupo I, moderada)( Tab.
X0,

A atividade enzimatica nas celulas vacuola

das da ITntima varia (Tab.X). E, porém, constante a  atividade

da fosfatase acida e da ATPase nas calulas musculares. A DFN
diaforase niZo pode ser avaliada devido a difusao da enzima.

As células musculares da camada media apre
centam atividade enzimdtica serelhante a da Intima, exceto &

atividade fraca da DPN diaforase na intima do animal C.88/75 -
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B Fig. 8. Grupo II, coelho 89. Figado: notar
as poucas ceélulas de Kupfer com fagocitose de lipides. Sudao
IV-propileno glicol. 350x.
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(Tab.TX)

3.2.3. Grupo III (com dieta de colesterol

e colapso ortostatico).

3.2.3.1. Camada méedia

Dos 15 coelhos, 6 apresentam areas de es-
clerose espontanea da media, em geral calcificadas;quando neo
calecificadas a esclerose é constituida de tecido  conjuntivo
denso com espessas fibras colagenas. Dos 6 animais, apenas um
nio mostra esclerose no segmento A, 3 nao a mostram no segmen
to B e 2 mostram-na em ambos.

Estas areas de esclerose esponténea, quan
do pequenas, estao localizadas na m.i. do segmento A, podenco
comprometer os demais tergos, quando maiores. No segmento B
sido de medio e grande tamanho e local:izam-se respectivamente
na m.i. e m.m.,e m.i., m.m. e m.e.

As lacunas estao presentes em todos coe-
lhos, poupando apenas o segmento A do coelho C.92/75 e os seg
mentos B dos coelhos C.91 e C.95/75. Os constituintes destas
lacunas sao semelhantes aos dos coelhos do grupo I e II, ha —
vendo, porém, lacunas constituidas so6 de s.m., ou seja: preco
minio de s.m. (7 animais); predominio num mesmo animal ora ce
s.m., ora de colageno (4 animais); lacunas constituidas so de
s.m. (1 animal); lacunas constituidas predominantemente de co
lageno, havendo simultaneamente lacunas so de s.m. (3animais).

A frequéncia das lacunas no segmento A e
mais ou menos a mesma dos coelhos'anteriores.(Tab. V,Graf.2).
Entretanto no segmento B, a freqﬂéncia e diferente.(Tab.VI,
Graf.3). Assim, enquanto que para os coelhos dos grupos 1 e
IT a freqﬁéncia chega até uma cruz, para o grupo IIT ela atin
ge duas cruzes. Além disto, ao nivel de uma cruz, ha maior per
centagem de coelhos no grupe III do que nos grupos T e IT, ou
seja ha uma diferenca de 31% daqueles sobre estes.

m"mea

Nos tres tercos da media, a frequencia de

)]

lacunas no segmento A mostra-se aproximadamente a mesma do

coelhos dos grupos I e II, enquantc em B observa-se: na m.l.,



a de lacunas com uma cruz é maior (diferenga de 24%)

i
e tambeéem atinge duas cruzes (13%); ha lacunas na nf.m. com uma
S

= 1m - . —~
e cuas cruzes de frequencia gque estao ausentes nos grupos I e
ik - 1 -~ -
II (Fig. 9); na m.e., existe a frequencia de uma cruz, ausen
te nos grupos I e II.

3.2.3.1.1. Medionecrose pelo colapso

Dos 15 coelhos, 9 mostraram areas de medio
necrose. Apenas um coelho mostrou medionecrose no segmento A
tocdos os demais apresentaram-na no segmento B. O tamanho des —
tas areas e variavel, tendo as maiores a espessura de 1 a 3 es
pacos interlamelares e a extensao de 1.300 a 4.290 M .

As dreas de necrose sac caracterizadas na
H.E. pela pobreza ou auséncia de nucleos (Fig.1l0); assumem a
forma de faixa quando maiores (Fig.ll), ou distribuem-se de mo
do salpicado quando menores e numerosas. Localizam-se nas di-
versas porcdes da média, e preferencialmente em seu tergo mé-
dio. No W.V.G. geralmente hd nestas areas colapso de lamelas
elasticas, por perda das celulas muscularss, e, mais raramente,
dilatagdo dos espagos interlamelares (Fig.12). Na coloragao pe
lo azul de toluidina, nas areas onde ha colapso de lamelas, a
s.m. esta reduzida em relacdo a media normal, e aumentada em
quantidade,quando ha dilatacdo daqueles espagos (Fig.13). Alen
da s.m., existem as vezes células e/ou fibras ou fibrilas elas

ticas e coldgenas mal e/ou bem coradas.
3.2.3.2. Intima

Todos os coelhos, que nac mostraram em cer
tas areas deposito de colesterol na intima ao exame macroscopi

co, mostraram-no, pelo menos em algumas delas, ao exame micros
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/75, C.32/75 e C.93/75 aorta abdominal; C.95/75, aorta as —
cerdente, zcrta toracica descendente e aorta abdominal.
Em alguns coelhos, nota-se deposito em es-

pessamentos situados em torno de ostio de ramos da aorta.
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Fig. 9. Grupo III, coelho 34, aorta descen-
dente (rolo): lacuna na camada media, contendo fibras mal cora-
das. Weigert-van Gieson. 350x.

; Fig. 10. Grupo 111, coelho 94, aorta descen
dente (rolo): medionecrose causada pelo colapso ortostatico,ca-
racterizada pela perda de nucleos. Hematoxilina-eosina. 350x.



41

Fig. 11. Grupo III, coelho 93, aorta descen
dente (segmento B): area de necrose pelo colapso no tergo in-
terno da camada media, caracterizada pelo carater frouxo e lacu
nar. Hematoxilina-eosina. 350x.

Fig. 12. Grupo III, coelho 79, aorta descen

mento B): area de medionecrose pelo colapso caracte-

condensacdo das lamelas elasticas na metade inferior
gert-van Gieson. 350x. -
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Fig. 13. Grupo III, coelho 94, aorta descen
dente ao nivel da mesma drea vista na Figura 10: notar, além da
perda de nucleos na camada média, os espagos interlamelares
ocupados por substancia metacromatica. Azul de toluidina. 350x.
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Também ocorre deposito lipidico nas celulas

de Kupfer do figado de 6 animais de grau leve a modera

[0

1o

s . L
A estrutura dos espessamentos da 1ntima
semelhante & dos animais do grupo II, tanto os com deposito li-

=

0l

at I
pidico como os sem deposito (Figs. 22 a 24).

0 deposito lipidico ocorre, como nos coelhos
do grupo II, em células endoteliais, na substancia fundamental
subendotelizl e nas demais células do espessamentoda intima (Fi
14 e 15).

Eventualmente, ha deposito na media subja —
cente & intima e em um coelho houve deposito em ocasionais ce-

lulas da m.i., m.m. e m.e,

. 59.8 5%, Histoquimica enzimatica

0 comportamento enzimatico dos espessamen —

s do

tos da intima e de suas células e semelhante ao dos animai
Grupo I e II, fazendo excegao (Tab.IX).(Figs.16 a 21): ausencia
de atividade da lipase-esterase na intima de um animal e em tre
chos da Intima de outro; a ATPase na intima comporta-se como no
Grupo II, isto €, algo mais intensa do que no Grupo I; a reacao
fraca da ATPase em celulas endoteliais de dois animais (nos ou-
tros, reagao mui fraca ou negativa); comportamento semelhante
da fosfatase acida nas células indiferenciadas de um animel.

A atividade enzimatica nas células vacuola-
das dos espessamentos da intima & variavel como no Grupo II(Tab.
X).(Figs.17,19 e 20). Comparativamente a este grupo, a atividade
da fosfatase acida n3o & constante, permanece, porem, constante
a atividade da ATPase. A DPN diaforase so pode ser aveliada no
animal C.96/75 cuja atividade & moderada nas células musculares
da média e mui fraca nas células endoteliais da intima (Teb. X)-
(Fig.21). Nos demais animais a DPN diaforase nao pode ser ava —
liada devido a difusdo da enzima.

As células musculares da camada média mos-
tram atividade enzimatica semelhante & das células muscul
intima, exceto a fosfatase acida de atividade mais fraca nas ul

+imas em 2?2 dentre 3 animaigs (Tab.IX).
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Fig. 1l4. Grupo III, coelho 30, aorta abdomi
nal: nitida célula endotelial contendo deposito lipidice no &i-
toplasma. Sudao-propileno glicol. 350x.

Fig. 15. O mesmo coelho da Figura anterior

(aorta toracica descendente): dep081to lipidico em celulas en-
doteliais, subendoteliais e na substancia fundamental da intima.

Sudao-propileno glicol. 350x.

Fig. 16. Grupo III, coelho 96, aorta:modera

da atividade da fosfatase 3cida ao nivel da camada media e ati-
v*dadc muito fraca da intima. Método do chumbo de Gomori para
osfatase acida. 350x.
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Fig. 17. Grupo III, coelho 93, aorta: a ati
vidade da fosfatase acida & muito fraca nas celulas vacuoladas
da intima (uma indicada pela seta) e fraca nas celulas muscula-
res da mesma camada. (As areas escuras sao de calcificagdo es-
pontanea da media). Metodo do chumbo de Gomori para fosfatase aci-

da. 1u400x.

Fig. 18. Grupo III, coelho 96, aorta: ativi
fra la _lipase-esterase na camada media e inatividade
tima. Metodo de Gomori pelo "tween" 80. 1u4O0x.



Fig. 19. Grupo III, coelho 83, aorta: ati-
vidade fraca da lipase-esterase na camada media e muito fraca
em celula vacuolada (lipide) da intima (seta). Método de Gomo-
ri pelo "tween' 80. 5580x.

[

Fig. 20..Grupo III, coelho 92, aorta:ativi
dade intensa da ATPase na camnada media, fraca em celulas vacuo
ladas (gsetzs a esquerda) e inatividade na calula indiferenci
da da Intimz (seta a direita). Método do calcio para JdeHOSWﬁP
trifosfatasa. 560x.

[83]
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Fig. 21. Grupo II, coelho 90, aorta: ativi
dade intensa da DPN diaforase na camada media e atividade fra-
ca a moderada no espessamento da intima. Método do tetrazolio
para DPN diaforase. 350x.



4., DISCUSSAQ

4,1. Finalidades do trabalho

Este trabalho confirma, na raca de coelhos

"Norfolk," linhagem "cross," os resultados de nosso trabalho

anterior (u47).Nesse a racga utilizada foi a Nova Zelandia bran-

ca e a mista desta com "Chinchilla". O colesterol é& depositado
em areas de prévio espessamento espont3neo da iIntima da aorta
(Figs. 22 a 2u4). Tal conclusao fundamenta-se no fato de que o
aspecto histologico dos espessamentos com deposito e igual aos
dos espessamentos espontaneos dos animais controles sem depSsi
to. Diferem, porém, uns dos outros apenas naquilo que se rela-
ciona com os lipides, que sdo depositados na substancia funda-
mental e em células da intima. Além disto, numa mesma aorta ha
ireas de espessamentos com deposito e outras sem deposito (Fig.
24).

0 deposito lipidico nos espessamentos  da
intima é precoce e nao apés a sobrecarga do sistema reticulo—
-endotelial do figado, bago, medula ossea e supra-renais como
referido por Duff (15). Em nossos coslhos o deposito 1lipidico
nas células de Kupfer do figado era discreto e so atingia algu
mas celulas (Fig.8).

Os lipides depositados podem estimular a
proliferacdo conjuntiva da Intima, que é tardia, quando o acumu
lo de células espumosas atinge certo grau (36) e apos varios me-
ses (67). O sulfato radioativo, comc indicador de mucopolissa-
carides acidos sulfatados, que entram na composigao do colage-
no,tem pouca propensio de se acumular na intima da arteria do
animal atd 45 dias de dieta com colestzrol (18). So se  forma

capsula fibrosa na placa de células =spumosas pela interrupgao

da dieta de colesterol, capsula esta iniciada a partir do 69
més (10). A hipercolesterolemia retarda e altera a hiperpla —
sia, havendo pobreza de fibras elasticas e degeneragac hialina

prematura das fibras colagenas (26).

(=]

Schenk e colaboracores (54) mencicnam proli
i

feracdo conjuntiva ja depois de 8 semanas com a dieta de col

28
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Fig. 22. Grupo III, coelho 78, segmento A da
aorta: nitidas células vacuoladas em leve espessamento da 1nt*
ma. Hematoxilina-eosina. 350x.
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Fig. 23 Grupo III, coelho 96, aorta descenden
te: acumulo de células (contendo llpldes) acima de espessamen-

to da intima constituido de células musculares. Hematoxilina —
-eosina. 350x.
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Fig. 24. O mesmo coelho da Flgura anterior em
imz: a direita espessamento espontaneo sem células -

ipidico, que estdo presentes a esquerda.Weigert-
B,
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terol. Admitimos, porém, baseados em nogsos resultados, que tal
proliferagidc conjuntiva seja pré-existente e ndo causada bpelos
1ipides depositados.

0s animais que sofreram o colapso nao apra-
sentaram maior frequéncia de espessanentos hiperpldsicos na in-
tima, como se asperava, baseando~se nos trabalhos anteriores de
Lopes de Faria. Este observou espessamentos intensos da iIntima
da aorta (39,u5) e artérias corondrias (42) apos o colapso, se-
cundarios 2 medionecrose extensa. Esta naco fora vista em nossos
animais com tal intensidade e consequentemente a hiperplasia se
cundaria da intima ndo occrrera ou confundira-se com os espes-
samentos espontancos.

Entretanto, o depdsito lipidico na  intima
foi mais freqaente nos animais que sorfreram o colapso do que
naqueles que ndoc sofreram (Grafs. 1A e 1B, Fig.2). Explica-se a
maior freqﬂéncia nos primeiros animais pela maior permeabilida-
de do endotélio da aorta aos elementos do sangue, inclusive ©
colesterol, causada por anoxia (33,3%)ou pelo colapso (25).

0 colapso lesa a parede arterial por pertu-
bagio de sua nutric@o e principalmente por anoxia (Lopes 1955).
Nas fases aguda e sub-aguda da medionecrose a camada endotelial
& lesada e torna-se mais permeavel (38,40,45). Assim o fator 1lg
sivo da parede arterial, favorecedor do deposito lipidico, foi
o colapso.

Além do colapso, conhecem~se ainda varios ou
tros fatores lesivos, favorecedores do depdsito lipidico, como
imobilizagdao mecidnica da parede arterial (64), hipertensio arte
rial postural (65), congelamento (32}, minimo trauma mecdnico da
fntima (23), agua fisioldgica quente sobre a Intima (11), agao
da adrenalina, reagdo imune (50) etc.(82).

Também a anoxia pelo colapso deve ser um fa
tor que favorsce o depdsito de lipidss na Intima por dificultar
a remogao deles. Por causa da anoxia hd deficiente sintese de
fosfolipidses e cde proteinas necessarias a esta remogao (1k).

Nio ha duvida de que os animais submetidos

por

ac colapso zpregentaram medionecrose da aorta, evidenciada

- - . . ' T '
Svreas necroticas maiores e pela maler frequencia de lacunas na

zoprta toracica descendente (Fig.l0 e 13). As lacunas, aléen de

mais frequéntes, localizaram-se preferenclalmente no tergo me-
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io da média (ver adiante). As celulas musculares nesta locali
zzgdo sofrem mais o efeito do disturbio nutritive, principal-
mente andxico, durante o colapso, do que as células dos tergos
interno e externo (39).

A aorta descendente e mais adequada para
avaliar a medionecrose pelo colapsc do que a ascendente e ¢ ar
co, DOr ser mals extensa a parte examinada e as lacunas espon-
fTaneas sSeYem Menos freqﬂentes, conforme os resultados deste pro-
prio trabailho.

Do exposto, admitimos que, na aorta descen
dente, uma parte das lacunas da media e espontanea e a outra
parte & conseqaéncia da necrose pelo colapso. As Ultimas for —
mam-se apos absorcdo das células musculares necrSticas(39).Tam
bém apoia & origem de parte das lacunas pelo ceolapso o predomi
nio de lacunas mais jovens, constituidas principalmente de subs—
tancia metacromatica (Fig.9).

Para o exame microscopico da aorta evita-—
ros tirar fragmentos nas dreas de calcificag@o espontanea por-
gue a Intima suprajacente a estas areas dificulta a ateroscle-
rose da intima (22); e, quando as areas de calcificacao eram mi-

croscopicas, também evitamos examina-las.

4.2. Histoguimica enzimatica

0 estudo histoquimico enzimdtico foi feito
com a finalidade de se ter mais um elemento para reconhecer as
células dos espessamentos hiperplasicos da intima. Realmente ,
os tipos de células reconhecidos nestes espessamentos atraves
das coloragdes classicas (28) e da ultramicroscopia (31,57,62)
sio facilmente distintos pela atividade enzimatica (Tab.IX e X)
(Fig.17,20): endotélio, células musculares e células mesenqui-
ratosas indiferenciadas. As Gltimas tém outros nomes, tais co-
neo:célula subendotelial, célula endotelial modificada, célula mo
nocitdide, macrdfago da intima ete (62). Sao semelhantes a fi-
bloblastos (Tig.7a) e formam celulas musculares, fibras cola-
genas e elasticas (45).

Ultimamente, s6 se admite que guase s&  a
c3lula muscular seja a depositaria de lipides (3,29,52,56) por

se lhe atribuirem myltiplas fungoes, dentre as quais formagzo
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de mucopolissacarides acidos, fibras reticulinicas, coldgenas e
elasticas e sintese de lipides (62). Este trabalho, porém, mos
tra, de modo claro, que, além das células musculares,celulas en
doteliais e celulas indiferenciadas armazenam lipides (Tab.X) .
(Figs.14%,15,17 e 20). Esta afirmativa baseia~se no reconhecimen
to destes tipos de celulas atraves de sua topografia na Intima,
de seu aspecto nas coloragdes classicas e da citoquimica enzima
tica, comparativamente as células normais, sem a vacuolizagao 1i
pidica.

Portanto, o ftrabalho apcia os poucos autores
que, ultimamente, descrevem outras células, e principalmente ma
crofagos, além das musculares ,como depositarias de lipides ( 3,
6,9,57,58). E possivel que macrofagos participem em fase  mais
tardia, na qual apareceriam as celulas mononucleadas referidas
por Anitschkow. Se ja existem raros macrofagos nos espessamen-—
tos da Intima na fase precoce deste trabalho, ndoc sabemos.A his
toquimica e a citoquimica enzimatica dos espessamentos, poreéem .
sao contrarias a existéncia de macrofagos (Tab.IX e X),pois nos
macréfagos fagocitando lipides ha maior atividade da ~ fosfatase
Zcida, principalmente quando s&o celulas menores (67), e da li-
pase-esterase (9). A atividade malor de tais enzimas ndo ° fora
aqui observada.

Na aterosclerocose experimental do coelho des
creve-se aumento da atividade da fosfatase acida (1) e da estera
se nac especifica (1,6,9) nas celulas espumosas da Intima ou nas
células musculares da intima (62). Como a lipase tambem & de~-
monstrada com o "tween" (1), & preferivel dizer-se as enzimas 1i-
pase e esterase (49); tais enzimas tem agdo lipolitica na aorta
(67). Posteriormente, com o desenvolvimento de fibrose na placa
aterosclerdtica, a fosfatase acida e a esterase diminuem sua ati
vidade (9). O comportamento da ATPase & variado: diminuida na
intima na fase inicial da aterosclerose experimental para uns
(3,67) e aumentada para outros (19); para aqueles, aumentaria. de
atividade posteriormente e para estes decairia.

A lesaoc de celulas musculares causa-lhes a
diminuic3o da ATPase (67) e ativacdo da DPN diaforase (62).A di
minuigdo de ATPase, por sua vez, raduz a remocdo de lipides es—

clerogenicos (87).
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Neste trabalho, observou-se que a atividaie
enzimatica nos espessamentos da intima com depdsito lipidico,co
mo um todo e em suas proprias celulas de modo particular, perna
nece a mesma gue a dos animails sem colesterol na dieta. As pou-
zas diferengas assinaladas na Tabela IX entre os animais 4o
grupo I sem receber colesterol e os dos grupes IT e ITI,receczn
do-0, bem comc entre as celulas vacuoladas dos Ultimos grupos e
as nao vacuoliadas do grupo I (Tab.X), ndoc nos parecem relevarn —
tes. Talvez seja relevante a maior atividade da ATPase nog es-
pessamentos dos animals que ingeriram eclesterol (grupos IT e
ITI), que passou de reacdo fraca para reacao moderada; e também
a maior atividade da lipase-esterase que passou nas celulas mus
culares da intima de intensidade muito fraca para fraca(Tab.I¥).

A diferenca entre as células vacuoladas da
Intima (pelo depdsito lipidico) e as células nio vacuoladas tam
bém ndo & relevante, a niao ser, talvez, a maior atividade da
A

-
i

\TPase nas céelulas musculares vacuoladas, cuja atividade passou
de moderada em animaiz do grupo I para intensa nos grupog ITI e
ITT (comparar a Tab.X com a Tab.IX).

Qutras diferengas entre o comportamento en-
zimidtico das células vacucoladas e as ndec vacuoladas ainda  sido
menos distintas, inconstantes e despreziveis: nas células vacuo
ladas, a atividade da ATPase & mais positiva nas celulas endote
liais (de + para +), a fosfatase acida menos positiva nas célu-
lag musculares (de + para +) e a lipase-esterase mais positiva
tambem nas celulas musculares (de + para +) (Tab.IX e X).

Segundo Vellican, no estado atual de nosso
conhecimento, ndo se pode concluir se as alteragdes enzimaticas
descritas pelos autores sdo primariamente responsaveis pelo ana
recimentoc de aterosclerose ou se se desenvolvem secundariamente.

0s nossos resultados apoiam a Ultima hipotese.

4.3. Lesces espontaneas da aorta

O0s coelhos desta experiencia pertencentes ao

srupo I, mas tambem os dos grupos IT e III, apresentaram com
. — i . - = .

mals frecusncia espessamentos  espontaneos da intima do que ©s

o trabalho anterior (47). A causa destes esDes-

¢
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camentos e discutida e varias hipoteses foram aventadas (82).4d



w
e

mitimos, baseados nos trabalhos de Lopes de Faria (39,u1,42,43),
que sejam secundarios & necroses espontaneas na camada media,ma
nifestadas por lacunas nesta camada {(ver abaixo}, de carater
hiperplasico e reparador. A diminuigao em freqﬂéncia dos espes
samentos da intima em sentido distal, como séi acontecer com as
lacunas espontaneas na camada media, observada neste trabalho,
também apdia a origem de tais espessamentos como resposta a lg
sdo da camada media.

A variacdo de frequéncia dos espessamentos
da intima também & observada noutros trabalhos da literatura
(48,67) e & vista no proprio homem (43,44). Dahme nédo cita a
existéncia de espessamentos na intima da aorta do coelho.E pos
sTvel mesmo que a baixa incidéncia de espessamentos espontane=-
os seja um dos fatores responsaveis pela dificuldade em se pro
duzir a aterosclerose em certos coelhos pesla dieta de coleste-
rol (55), ou o seu aparecimento 8O em tempos mais tardios,como
seja, 80 apos a 4@ semana de dieta (67).

0s resultados deste trabalho sdo tambem im
portantes para se por em destaque as lacunas ou lagos, de ocor
réncia espontanea, na camada media e a topografia das lesoes
da esclerose ou calcificagdo espontanea da aorta do coelho.

Aquelas lacunas sao referidas por outros
autores, se bem que haja muita variagao de incidéncia conforme
a linhagem de animais (53). Talvez por isto, elas nao sejam ci-
tadas por Dahme. Os autores, porém, ndo mencionam sua topogra-
fia ac longo da aorta. Os nossos resultados mostram que estao
presentes em todog os animais e sao mais freqﬂentes na parte
proximal da aorta do que na distal (Graf.2 e 3). 530 numerosas
na aorta ascendente e arco aortico e raras na aorta descenden
te (Fig.5). Localizam-se preferencialmente no tergo interno da
camada madia da aorta (Graf.4 e 5), como referiram Sckenk e co
laboradores (53).0 mesmo comportamento mostra a calcificagao -
espontanea da aorta com relacao a distribuicao ao longo . dela
(Fig. 1) e & localizagdo na média das lesces iniciais. Em nos
sos animais de idade baixa (entre 6 e 8 meses), a calcificagao
espontinea, de incideéncia muito variada (38), ocorreu emh4,7%
deles (13 animais dentre 29).

As lacunas da camada média precedem a fi-

brose e a calcificacao (38,53). Tambem admitimos, como para o
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pso (33), que a causa da necrose focal da media, responsa-
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el pela formagao de lacunas, seja um disturbio nutritivo, des
ta camada, principalmente andoxico.

A contribuicac que este trabalho trouxe ao

conhecimento 4a aterosclerose experimental do coelho com even-
tual aplicacgas aos problemas da doenga humana estd mencionada
nas conclusoss .

4.:, Problemas da aterosclerose

A grande pergunta na aterosclerose experi-
mental do cos2lho e na doenca humana €:

Por que o colesterol gque penetrou na inti-

ma nela se deposita e n3Zo & eliminado ? Sai do ambito deste tra

balho discutir as hipoteses aventadas para a explicacao do fe-
némeno e para isto deve-se recorrer a copiosa literatura exis-
tente (62)}. Em nosso Departamento, baseando-sge em trabalhos
anteriores de Lopes de Faria (39,41,42,43,44) e do proprio au-
tor (47), defende-se & hipotese de que a perturbagao do metabo
lismo do colesterol na parede arterial seja o fator mais impor
tante responsavel pelo depdsito. '

Tambam sdo importantes na aterogeénese ou-
tras questoes como as barreiras oferecidas pela parede arterial
3 penetracio do colesterol, o aumento da permeabilidade da in-
tima, o transporte lipidico através do endotélio e da propria
parede arterial (1,62). Consideramos, porem, estas questoes co
mo de menor importancia do que a anteriormente formulada, uma
vez que admitimos que a lesao da camada media seja mais res
ponsavel pela maior permeabilidade da intima e consequente pe

netracao do colesterol na parede.



5. RESUMO

Neste trabalho foram empregados 29 coelhos
da raga "Noriolk cross', divididos em 3 grupos: I. controles,?
animais; II. com dieta de colesterol, 7 animals e TIII. com die
ta de colesterol e colapso ortostatico,l5 animais. A . duracgdo
da experiencia fol entre Y% e 11 semanas-.

Todos os animais receberam uma ragao estan
dardizada, propria para coelhos.

0 colesterol foi administrado por sonda gas
trica em dias alternados e em quantidade em torno ce 1 g,duran
te todo o pericdo de experimentagao.

Semanalmente retirava-se sangue para a do-
sagem de colesterol total no soro e procurava-se manter o ni-
vel de colesterol em torno de 3 a 4 vezes o valor normal.

0 colapso ortostatice foi produzido uma se
mana apos o inicio da dieta de colesterol.

Os animais foram sacrificados com uma pan-
cada na nuca, seguida de secgao dos vasos do pescogo. A necrop
sia foi imediata, tendo sido retirada toda a aorta e fixada du
rante 24% horas. A seguir ela foi corada pelo suddc IV para. o
exame macroscopico.

De cada segmento da aorta foram retirados
fragmentos transversos para cortes em congelacaoc a fim de se-
rem corados pelo sudao IV-propileno glicols também do figado
foi feito um corte em congelacdo e corado pela mesma técnica .
Toda a sobra dos fragmentos da aorta e as porgoes dela restan-
tes foram incluldas em parafina, cortadas e feitas as  varias
coloragoes.

Para o estudo histoquimico enzimdtico,uti-
lizaram-se 8 coelhos, sendo 3 do grupo I, 2 do grupo II e 3 do
grupo ITII. Para tanto, toda a aorta ascendente e o arcc eram
cortados e congelados imediatamente apos a retirvada da aorta em
nitrogénio 1iquido e, a segulr, procederam-se os diversos méto
dos para as enzimas.

N3o houve.depdsito lipidico na intima da
aorta de todos os coelhos normais, sem dieta de colesterol, em

contraposigac a todos os coelhos que receberam colesterol. Nes
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~es, houve depbsito em todos, de freqﬂéncia decrescente na aor-
ta em sentido distal.

Os coelhos dos grupos I e IT mostraram lacu-
nas na camada média de mesma constituicao e freq&éncia. Entre —
tanto, nos coelhos do grupe III,.por causa do colapsc, houve ,
a18m de Sreas mais extensas de necrose, maior frequéncia destas
Tacunas na aorta descendente. Em todos os grupos as lacunas da
midia diminuiram de freguencia em sentido distal.

Na Intima da aorta, nos 3 grupos de animais,
ocorreram espessamentos de intensidade variada, geralmente fre-
qgentes, diminuindo, porem, irregularmente, no sentido distalda
aorta. Estes espessamentos sdo de constituigao histologica seme
lhante, hiperplasicos, diferindo apenas os espessamentos pelo
depSsito de 1ipides.

| 0 estudo histoquimico enzimatico pela fosfa-
tase Acida, lipase-esterase, ATPase e DPN diaforase permitiu a

caracterizagio dos tipos celulares dos espessamentos da Intima.
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6. CONCLU:

4
1

6.1. Em coelhos com hipercolesterolemia 3
11

a 4 vezes o valor normal e com duracac de & a

A

- - - - - —~
deposito lipidico na aorta se faz semdre sobrsa espessamentos

ravios da camada intima.
D

r+
| (o

a

fut

6.2. 0 colapso ortostatico predispoe
. . . _ [
rosclerose experimental do coelho, avaliada pela maior Iraguen

cia do depbsito lipidico na intinma.

£.3. A atividade das enzimas adencsina tri

fosfatase, difosforopiridina nuclectide-diaforase, fosfatase

dcida e lipase-esterase ndo estd alterada no inicio do deposi-
1

to de colesterol.

6.4. 0 deposito de colesterol na intima se
faz inicialmente em células endoteliais na substancia fundamen
+al subendotelial, em células mesenquimatosas indiferenciadas e

-

em células musculares e nao scmente nestas.

6.5. A maior ou menor suscepiibilidade da
madia da aorta do coelho ao colapso, avaliada pela necrose,va-

ria conforme a raga do animal.

65.6. Na camzda média da aorta do coelho,

ocorrem espontaneamente lacunas em toda a sua extensao.Tais la
" . . -

cunas diminuem em frequéncia distalmente e localizam-se,de pre

feréncia, no terco interno da camada meédia.

6.7. A freq&%ncia de esclercse espontanea
da aorta (calcificacdo da média) & maior no arco adrtico (60%)
e diminui em sentido distal. Como, para as lacunas da camada
madia, a esclerose atinge preferencialmente, em seu inlcio, o©

terco interno desta camada.

s

6£.8. Nos cozlhos experimentados ("Morlfolk
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- i N 1 . -~ . . i}
cross') & constante e frequente a ocorrencia de espessamentos

espontaneos na intima da aorta, de natureza hiperplasica.

6.9. As lacunas espontaneas na média  da
aorta do coelho sdo atribuidas a medionecrose e os espessamen

tos da Intima secundarios a esta.



6a.

7 - REFERENCIAS

Adams, C.V.M.: Vascular Histochemistry. Chicago, Year Book
Medical Publishers, 1867, p.83, 31k,

T

Adams, C.¥.M.; 0.B. Baylisss; e M.Z. Ibrahim: A T©ypotheszsis
to explain the accumulation of cholestercl in atherosclerosis.
Lancet 1: 890-892, 1962.

Adams, C.V.M.; 0.B. Baylisss;e D.R. Turner:Phagocytes,lipid-
-removal and regression of atheroma. J.Path. 116: 225-233
1975.

bl

Anitschikow, N.N.: A history of experimentation on animal
atherosclerosis. Em Cowdry's Arteriocsclerosis. A Survey of
the Problem. Edit. by H. T. Blumenthal. Springfield, T11.,
Charles C. Thoma, 1967, p.21.

Anitschkow, N. e 5. Charlatov: Uper experimentelle Choleste
rinsteatose und ihre Bedeutung fur die Entstehung einigar
pathologischer Prozesse. Centralbl. allg. Path. u. path.
Anat. 24: 1-9, 1813.

Barbolini, G.: A. Botticelli,e S. Boticelli: On the origin
of foam cells in cholesterol-induced atherosclerosilis of the
rabbit. Virchows Arch. Abt. B Zellpath. 3: 24-32, 19269.

Barka, T. e P.J. Anderson: Histochemistry. New York, Harper
& Row, Publishers, Inc. 1963, p.31lL.

Birge, W.J. e F.D. Tibbits: The use of sodium chloride fi-

xatives in minimizing cellular distortion in histochemistry

and cytochemical preparations. J. Histochem. & Cytochem. 9:
40g9-u41y, 1961,

Buck, R.C.: Lesions in the rabbit aorta produced by feeding
a high cholesterol diet followed by a normal diet.An electron

microsconic study. Brit. J. Exper. Path. 43: 236-210,1962 .

.3 E. Turolla e E.Solcia: Atercsclerosi umana e

L]
a
<
o
'_l
©
3
0
)

sperimantale ricerche di enzimoistochimica. Riv. di Istochim.
norm., & patol. 9: 5-50, 1963.

.Constantinides, P.: Experimental Atherosclercsis.imsterdam,



651

Elsevier Publishing Company, 1865, p.25.

~

Courtice, F.C. e A. Schmidt-Diedrichs: Lipid deposition in
the injured wall of the carotid artery in the hypercholes
terolaemic and hyperlipaemic rabbit. Quart. J.BExper. Phy
siol.h7: 228-237, 1962.

Dahme, E.: Em Handbuch d. spez. path. Anat. d. Haustiere,

editado por Joest, Berlin, Verlag Paul Parey, 1962,p.262.

Dayton S. e S. Hashimoto: Recent advances in molecular pa
thology: a review . Cholesterol fiux and metabolism in ap
terial tigsue and in atheromata. Exp. & Mol. Path.13:253-
268, 1970.

Dixon, K.C. : Deposition of globular 1ipid in arterial cells
in relation to anoxia. Am. J. Path. 39: 65-7%, 1S61.

Duff, G.L.: Experimental cholesterol arteriosclerosis and
its relationship to human arteriosclerosis. Arch.Path.20:
§1-193; 259-304%, 1935.

Duff, &.L.: The nature of experimental cholesterol arte-
riosclerosis in the rabbit. Arch. Path. 22: 161-182,1936.

Duff, &.L., G.C. MacMillan e A.C. Ritchie: The morphology
‘of early atherosclerotic leésions of the aorta deronstrated
by the surface technique in rabbits fed cholesterol. ' Am.
J. Path. 33: 845-873, 1857.

Forman, D.T.; S. Shik; e C.B. Taylor: Sulfate content of
aortic wall in experimentally induced atherosclerosis.Arch.
Path. 85: 80-88, 19568.

Fouquet, J.P.: Dépot expeérimental de cholesterol dans
'sorte du lapin, modifications histoenzymologiques correla
tives. Ann. Histochim. §: 153-178, 1861.

Qomori, G.: Microscopic Histochemistry. Chicago.The Univer
sity of Chicago Press, 1952, p.193,205. '

Gore, 1. e R. Barr: Mucopolysaccharides and experimental
atherosclerosis in rabbits. Labor. Investig. 8: 395-402 ,
1359. |

Gore, T. e M.L. Goodman: Intimal thichening and dietary



23.

24,

25.

26.

27,

28.

29,

30.

31.

32.

62

atherosclerosis. Arch. Path. 84: u9-53, 1967.

Gutstein, W.H.3; A Lazzarini-Robertson Jr. e J.N.Lataillade:
The role of local arterial irritability in the development
of arterio-atherosclerosis. Am.J.Path. 42: 61-71, 1963.

Hass, G.M., W. Landerholm e A.Hemmens: Production of cal
cific athero-~arteriosclerosis and thromboarteritis with
nicotine, vitamin D and dietary cholesterol. Am. J. Path.
49: 739-771, 1966.

Haus, W.H.; JungewHﬁlsing; J.K. Matthes; e W. Wirth. Uber
den Einfluss von Schock umd Hyperlipiddmie auf den

Lipidgehalt, die Lipidsynthese und die Mucopolysaccharid-
synthese der Gefidsswand. J.Atheroscl.Res.5: 451-465,1965.

Haust, M.D.: Ingury and Repair in the Pathogenesis of
Atherosclerctic Lesions. Em Atherosclerosis, Proc. Second
Internat. Symposium, editado por R.J. Jones. New York,

Springer-Yerlag, 1970, p-12.

Haust, M.D.: The morphogenesis and fate of potential and
early atherosclerctic lesions in man. Human Path. 2: 1-29,
1971.

Haust, M.D.: R.H. More;e H.Z. Movat: The role of smooth
muscle cells in the fibrogenesis of arteriosclerosis. Am.
J. Path. 37: 377-389, 1960.

Holle, G.; J. Massmann e H. Weidenbach: Experimentally in
duced aerly changes in arteries. Path. Europ. 8: 125-137,
1974.

Holman, R.L.; H.C. Me@ill Jr.; J.P. Strong; e J.C. Geer
Technics for studying atherosclerotic lesions. Labor. In-
vestig. 7: u2-47, 1958,

Imai, H.; T. Lee; S.Pastori; E. Panlilio; R. Florentin; e
W. A. Thomas: Atherosclerosis in rabbits. Architectural
and subcellular alterations of smooth muscle cells in res

ponse to hiperlipemia. Exp. & Molec. Path. 5: 273-310,1866.

Kelly Jr., F.B.3; C.B. Tayleor e G.M. Hass: Experimental
atherocarteriosclerosis. Localization of lipids in experi-

mental arterial lesions of rabbits with hypercholestere —



33.

3h.

35.

36.

37.

37a.

38.

39.

40.

L1.

H2.

63

mia. Arch. Tath. 53: 419~u436, 1952.

Kerényi, T.: G. Horvath, Z. Detre; S. Kurunczije E.Jellinek:
Permeability of the post-~ischemic rat acrta. Acta morph.
Acad. Sci. Hung. 23: 83-33, 1975.

Kjeldsen K e H. K. Thomsen: The effect of hypoxia on the
fine structure of the aortic intima in rabbits. Labor.In-
vestig. 33: 533-543, 1975.

Klotz, 0.: Vascular changes following intravenous intra-
venous injections of fat and cholesterin. J. Med.Res. 33:
157~170, 191:-1916.

Leary, T.: Experimental atherosclerosis in the rabbit com-
pared with human (coronary) atherosclerosis. Arch. Path.
17: 453-492, 1934.

Lillie, R.D.: Histopathologic Technic and Practical Histo
chemistry. New York, The Blakiston Division, MecGraw-Hill
Book Co., 1985, p.6buY,

Lison, L.: Histochemie et Cytochemie Animales. Paris,
Gauthier-Villars, 3% ed., vol. 2,1860,p. 743.

Loewenthal, X.: Anat. u. Histol. der Spontanerkr. der
Kleinen Laboratoriumstiere, ed. por R. Jaffé, Berlim,1931,
pfu.

Lopes de Faria, J.: Medionekrose der grossen und mittel-
grossen Arterien nach orthostatischem Kollaps des Kaninchens.
7um Problem der Medionecrosis aortae des Menschen und der
spontanen Aortensklercse des Kaninchens. Beit. path. Anat.
115: 373-404%, 1955.

Lopes de Faria, J.: Medianecrosis aocrtae after collapse in
rabbits. Schw. Ztschr. allg. Path. u. Bakt. 21: 103-11%4,
1958. ' '

. "
Lopes de Faria, J.: Acortenmedionekrose mit sekundarer Ar-
teriogkl

ercse bei den kongenitalen zyanotischen Herzkrank
heitsen. Beit. path. Anat. 125: 129-147, 1961.

Lopes de Faria, J.: Histopathological changes in the coro

nary artevy of rabbits after orthostatic collapse with ar



43.

Ll

us,

b7,

Lg.

4g.

50.

51.

GY

teriogclerotic features. Path. Microbiol. 25: 1-12,1962.

Lopes de Faria, J.: Rele of medial changes in the patho-
genesis of the diffuse intimal thickening and in athe-
rogenesis. An appreoach based upon quantitative histolo-
gical changes in the media of the ascending aorta.J.Athe
roscler. Res. 5: 509-515, 1865.

Lopes de Faria, J.: Uber die Rolle der Mediaverandeprungen
fur die Pathogenese der Intimascklerose sowie die Begrenzung
der Artericsklerose in der Aorta ascendens deg Menschen .
Beit. path. Anat. 132: 114-128, 1965.

Lopes de Faria, J.: On the origin of smooth muscle cells
in the intimal thickening of rabbit aorta following or-
thostatic collapse. Beilt.path. Anat. 1u40: 333-3u44, 1970.

Lopes de Faria, J.: Anatomia Patongica,vol. 2, Parte Es
pecial, Rio de Janeiro, Editora Guanabara Koogan S.A.,
18975, p. u2.

Lopes de Faria e Lacordaire L. Faria:Predisposing effect
of spontaneous mesenchymal intimal thickenings of rabbit
aorta to early lipid deposition. Virchows Arch. Abt. A
Path. Anat. 353: 1-9, 1971. |

Lorenzen, I.: Experimental arteriosclerosis. Biochemical
and morphelogical changes induced by adrenalin and thyro

xine. Thesis, Copenhagen, Munksgaard, 1863.

McMillan, G.C.; I. Katzo e G.L. Duff: Histochemical and
staining reactions of tissues and organs of cholesterol-
-fed rabbits. Labor. Investig. 3: u4bl-us8, 19504,

Minick, C.R. e G.E. Murphy: Experimental induction of
athercarteriosclerosis by the synergy of allergic inju-
ry to arteries and lipid-rich diet.II. Effect of repeated
ly foreign protein in rabbits fed a lipid-rich,choleste-
rol-poor diet. Am. J. Path. 73: 285-300, 1873.

Padykula, H. A. e E. Herman: Factors affecting the acti-
vity of adenosine triphosphatase and other phosphatases
as wezsured by histochemical studies. J. Histochem. & Cy
tochem. 3: 161-169, 1955. |



o

5

57.

te.

5

8

3]

gl

6.

9.

0.

|_..l

65

Parker, F. e G. F. 0dland: A correlative, histochemical,
biochemical and electron microscopic study of experimen-
tal atherosclerosis in the rabbit aorta with special re-
ference to the myo-intimal cell. Am. J. Path. 48:197-239,
1965.

Schenk, E. A.; E. Gaman e A.S. Feigenbaum: Spontaneous
acrtic lesiors in rabbits. I. Morphologic characteristics.
Circ. Res. 19: 80-88, 1966.

Schenck, E.A.; E. Gaman e A. S. Feigenbaum: Spontaneous
aortic lesions in rabbits. II. Relationship to experi-

mental atherosclerosis. Circ. Res. 19: 88-895, 1966.

Schgnholzer, G.: Die experimentelle Artericsklercsefor —
schung und ihre Ergebnisse £Ur Pathogenese und Klinik .
Ergeb. inn. Med. 62: 73u4-868, 1842,

Shio H.3; M. 6. Farquhar; e C. de Duve: Lysosomes of the
arterial wall. Cytochemical localization of acid phospha
tase and catalase in smooth muscle cells from rabbit athe
romatous aorta. Am. J. Path. 76: 1-16, 197h.

Still, W. J. S.: An electron microscopic study of choles
tepol atherosclercsis in the rabbit. Exper. & Molec.Path.
2: 4381-502, 19863.

Still, W.J.S.: The topography of cholesterol-induced fatty
streaks. Exp. & Mol. Path. 20: 374-386, 1387k, '

Still, W.J.S. e S.M. Dennison: Relation of the arterial
intima of the rabbit to trauma and hyperlipemia. Exper.d
Molec. Path. &: 245-257, 1967.

Taylor, C. B.: The reaction of arteries to injury by phy
sical agents. With a discussion of arterial repalr and
its relationship to atherosclerosis. In Symposium on
Atherosclerosis, Publication 338, Washington D.C., 1954,

National Academy of Sciences, National Research Council,

hompson, S.W. e R. D. Hunt: Selected Histochemical and
hological Methods. Springfield, Ill., Charles C.

l._E
[
rt
0
e
o
rt



B5.

67.

Theomas Publisher, 1966, p. 639, 651, 671, 693.

Yelican, C.: Em Hanb. d. Histochemie, Edit. por W.Graumann

2 ¥, Neumann, vol.8, Parte 2, suplementos. Stuttgart,

fustav Fischer Verlag, 1974, p. 27,32,42,78,341,421,457.

Wiang, C. - I 3 L. Strauss e D. Adlersberg: The role of
acid mucopolysaccharides in the development of atheros —

clernsis in the rabbit. Circulation 1#: 481, 1856,

illens, S.L.: The distribution of intimal atheromatous
lesions in the arteries of rabbits on high cholesterol
diets. Am. J. Path. 18: 63-77, 1842,

Wiillens, S.L.: The effect of postural hypertension on the
development of atheromatosis in rabbits fed cholesterol.
Am. J. Path. 19: 293-305, 19u3.

Woolfrey, B.F. e H. Pearson: A reliable method for the
histologic evaluation of tissue lipid. The joint use of
sudan IV-propylene glycol, phosphin 3 R ( an agueous
fluorchrome ) and the cryostat. Am. J. Clin. Path. 37:
L37-441, 1962.

Zemplényi, T.: Enzyme Biochemistry of the Arterial Wall.
London, Lloyd-Luke (Medical Books) Ltd., 1968, p. L19.



