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RESUMO

Beltré, Raquel Libanesa Rosario. Distribui¢gdo de proteoglicanos e outros
componentes da matriz extracelular em artérias normais de adultos jovens.
2019. 76 f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2019.

Embora as doencas cardiovasculares sejam a principal causa de morte no
mundo, os fatores que incidem na localizagao das diferentes lesdes aterosclerdticas
ainda ndo sao bem compreendidos. Dos componentes da matriz extracelular arterial,
acredita-se que os proteoglicanos estejam envolvidos na aterogénese pela ligagao
das lipoproteinas plasmaticas. O nosso estudo pesquisou a distribuicdo de
proteoglicanos e outras proteinas do tecido conjuntivo nas artérias humanas normais
e sua suscetibilidade a predisposicdo de uma artéria para desenvolver
ateroscleroses. Amostras das artérias da aorta abdominal, coronaria esquerda,
illaca comum, renal direita, e tronco pulmonar foram obtidas durante as necropsias
de 15 adultos jovens, homens, com idade entre 17-28 anos e morte por acidentes. A
morfometria e identificagdo das caracteristicas das tunicas arteriais foi realizada em
secgdes de tecidos corados com hematoxilina-eosina, tricromico de Masson, e
resorcina-fucsina de Weigert, enquanto a imunohistoquimica foi realizada usando
anticorpos primarios contra os proteoglicanos decorin, lumican, biglican, e versican
(V1), assim como contra a fibronectina e alfa actina de musculo liso com a
quantificacdo da intensidade da intensidade da imunomarcacao pela técnica de
deconvolugdo de cores expressada em percentagem. A concentragdo total de
colageno na parede arterial foi determinada por método bioquimico. Os dados foram
analisados pela one-way ANOVA seguido pelo teste de comparag¢des multiplas de
Holm-Sidak. A expressao proteica dos proteoglicanos nao diferiu entre as artérias,
mas variou significativamente entre as tunicas arteriais. Em todas as artérias, o
decorin foi expresso principalmente na tunica adventicia. A razao intima/média foi
maior nas artérias com predisposi¢cao a aterosclerose (coronarias, aorta abdominal),
em comparagao com artérias com resisténcia ao desenvolvimento precoce (renais,
tronco pulmonar). A quantidade de colageno foi semelhante em todas as artérias.
As artérias com maior susceptibilidade para o desenvolvimento de aterosclerose
consistentemente tiveram espessamento da tunica intima sem variagdo na
expressao de proteoglicanos e outras proteinas do tecido conjuntivo.

Palavras-chave: Proteoglicanos. Espessamento. Tunica intima. Adultos jovens.

Morfologia. Artérias.



ABSTRACT

Rosario Beltré, Raquel Libanesa. Proteoglycans and extracellular matrix
components distribution in Young adults arteries. 2019. 76 f. Dissertacao
(Mestrado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Although cardiovascular diseases are the main cause death globally, factors
affecting the differential location of atherosclerotic lesions are still not well
understood. Of the arterial extracellular matrix components, proteoglycans are
thought to be involved in atherogenesis by binding plasma lipoproteins. We thus
investigated whether the distribution of proteoglycans and other proteins in normal
human arteries correlates with the susceptibility of a given artery to atherosclerosis.
Arterial samples from the left coronary, abdominal aorta, common iliac, right renal,
and pulmonary trunk were obtained during autopsy of 15 males aged 17-28 years
who had died of accidents. Morphometry of arterial layers was done on tissue
sections stained with hematoxylin-eosin, Masson's trichrome, and Weigert's resorcin-
fuchsin, while immunohistochemistry was carried out using primary antibodies
against the proteoglycans decorin, lumican, biglycan, and versican (v1), as well as
against fibronectin and smooth muscle alpha-actin. Total collagen concentration in
the arterial wall was determined by a biochemical method, and the intensity of
immunostaining was assessed by a color deconvolution technique. Data were
analyzed by one-way ANOVA followed by the Holm-Sidak multiple comparisons test.
Protein expression of proteoglycans did not differ among the arteries, but varied
significantly between layers. In all arteries, decorin was expressed mostly in the
adventitia. The intima/media ratio was much higher in atherosclerosis-prone arteries
(coronary, aorta) as compared to atherosclerosis-resistant vessels (renal, pulmonary
trunk). Collagen content was similar in all arteries. Arteries at a higher risk for
atherosclerosis consistently have thicker intimas, whereas their proteoglycan
contents do not differ from those of vessels at a lower risk.

Keywords: Arteries. Atherosclerosis. Proteoglycans. Thickening of the intima. Young

Adults. Morphology.
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INTRODUGAO

Um levantamento recente sobre dados de saude publica mundialmente
mostrou que as taxas de mortalidade devido a doenga cardiovasculares tém
declinado nas ultimas duas décadas nos paises desenvolvidos, mantendo a mesma
incidéncia e prevaléncia em paises nos paises em desenvolvimento (Herrington et
al., 2016). Apesar desses dados, que refletem maior conhecimento populacional
sobre a doencga, globalmente o infarto do miocardio ainda € uma das principais
causas de morte (Yusuf et al., 2014).

A aterosclerose tem fatores de risco bem conhecidos, os quais envolvem
principalmente histéria familiar, hipertensao arterial, tabagismo, e niveis elevados de
lipoproteinas plasmaticas de baixa densidade (LDL) (Rudolf & Lewandrowski, 2014).
Um fator crucial na aterogénese é também a disfuncédo endotelial, a qual precede a
formacao da placa de ateroma, e esta associada a um aumento da permeabilidade
para lipoproteinas e a aderéncia e migracao de células T e mondcitos para o interior
da tunica intima (Matsuzawa & Lerman, 2014).

Uma das principais caracteristicas da doenca é de fato a infiltracdo de LDL
para o interior da tunica intima da parede arterial (Sakakura et al, 2013), o que
provavelmente é facilitado pela disfungao endotelial (Matsuzawa & Lerman, 2014). A
molécula de LDL entra assim em contato com a tunica intima arterial, que contém
uma matriz extracelular frouxa e enriquecida em proteoglicanos intersticiais (Borén &
Williams, 2016).

Os proteoglicanos sao glicoconjugados complexos que contém uma cadeia
central proteica e pelo menos uma cadeia lateral de um polissacarideo denominado
glicosaminoglicano (GAG). Nesses polissacarideos, a unidade monomérica € um
dissacarideo que contém uma hexosamina e, na maioria das vezes, um acido
hexurénico. Esse dissacarideo em geral possui um grupamento carboxila e
quantidades variaveis de grupamentos sulfato, os quais conferem assim aos GAG
uma alta densidade de cargas anibnicas. Variagdes especificas nessas estruturas
quimicas definem os diferentes tipos de GAG, como hialuronan, condroitim sulfato,
dermatan sulfato, e heparan sulfato. Os proteoglicanos sdo expressos em todos os
tipos de matriz extracelular, e sua parte proteica contém, por sua vez, quantidades

variaveis de dominios de adesdo. Os proteoglicanos tém, dessa forma, grande
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capacidade de interagdes especificas com o meio circundante, e suas fungdes
fisiologicas s&o basicamente decorrentes dessa propriedade. Devido a esse
envolvimento de proteoglicanos e GAG com a biologia celular dos tecidos, as
alteracdes na expressao e estrutura dessas moléculas estio associadas a diversas
disfuncbes e ao desenvolvimento de patologias (Bertassoni & Swain, 2014).

Vaérios estudos histoldgicos tém mostrado que esses proteoglicanos na tunica
intima estdo associados com a lesdo aterosclerética em humanos (Gutierrez et al.,
1997; Fukuchi et al., 2002; Nakashima et al., 2007). Esses proteoglicanos possuem
cadeias laterais de condroitim sulfato ou dermatan sulfato, as quais se ligam
especificamente a LDL através de interagdes ibnicas (Cardoso & Mourao, 1994).

A retengao de LDL na tunica intima que se infiltra pelo endotélio, ou através
dos vasa vasorum que penetram a tunica intima espessada na suas camadas mais
profundas, facilita a subsequente oxidacao desta lipoproteina. Esses eventos dao
inicio a uma complexa reacgao inflamatéria na parede arterial, a qual por sua vez leva
a formagdo da placa de ateroma (Khalil et al., 2004; Galkina & Ley, 2009;
Fogelstrand & Borén, 2012; Tabas et al., 2007; Skalen et al., 2002; Ross R, 1999;
Subbotin 2016).

Fatores regulatérios secretados nessa reacao inflamatdria, tais como o fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de transformagdo do
crescimento beta (TGF-beta) ndo apenas aumentam a expressao de proteoglicanos
na tunica intima, mas também estimulam a elongagdo da cadeia de GAG. Essas
cadeias também podem ter seus padrbes de sulfatacdo modificados (Cardoso et al.,
2010). Vale notar que, in vitro, cadeias mais longas de GAG tém maior afinidade por
LDL (Cardoso & Mourdo, 1994). Portanto, a reacdo inflamatéria aumenta a
aterogenicidade da tunica intima.

Em humanos, os proteoglicanos versican, biglican e decorin tém localizagdes
especificas na parede arterial normal e nas lesdes ateroscleréticas. Por exemplo,
nas coronarias de adultos jovens e idosos, o versican esta mais localizado em areas
de maior densidade de células de musculo liso, incluindo a capa fibrosa, trombos, e
em locais de areas ricas em lipideos das placas mais avancadas. Esse
proteoglicano também é encontrado em areas de tecido conjuntivo frouxo. Biglican
tem uma distribuicdo semelhante, porém se expressa no interior das areas lipidicas
das placas avangadas, e esta ausente nos trombos. Decorin, que pertence ao grupo

do biglican (small leucine-rich proteoglicans), tem expressao semelhante a este
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proteoglicano, mas esta ausente em areas mixdides da placa e tem marcagao
diminuida no espessamentos da tunica intima (Gutierrez et al., 1997).

Em outro estudo utilizando artérias coronarias, mostrou-se que, em fases
iniciais da aterogénese, o decorin e o biglican se localizam, juntamente com lipideos
extracelulares, na camada mais externa da tunica intima (Nakashima et al., 2007).

Em humanos, um espessamento difuso e fisioldgico da intima ocorre antes do
aparecimento da placa de ateroma, principalmente em artérias com maior
susceptibilidade para o desenvolvimento de doenca aterosclerdtica. Essas
alteragdes geralmente ndo sdo encontradas em modelos animais (Nakashima et al.,
2008). Nas artérias coronarias, esse espessamento pode apresentar acumulo de
lipideos, mas com pouca marcagao para GAG sulfatados e o decorin (Fukuchi et al.,
2002).

Em um importante estudo realizado em primatas (Macaca nemestrina), os
fatores de crescimento PDGF e TGF-beta tiveram imunomarcacgao intensa em areas
onde se localizavam decorin, biglican, e versican, tanto em lesdes intermediarias
como avangadas da aorta. Além disso, a intensidade da marcagdo desses
proteoglicanos variava com o estagio da lesdo e a proximidade com os fatores de
crescimento (Evanko et al., 1998). Esses resultados mostram, assim, a importancia
desses fatores inflamatérios no metabolismo de proteoglicanos durante a
aterogénese, e confirmam diversos dados obtidos in vitro.

Os diversos dados discutidos acima evidenciam o papel crucial dos
proteoglicanos arteriais na fisiopatologia da aterosclerose. Além disso, resultados de
imunohistoquimica e bioquimica em humanos, tanto em artérias normais (Cardoso &
Mourao, 1994; Talusan et al., 2005) quanto em lesdes ateroscleroticas (Gutierrez et
al., 1997; Evanko et al., 1998; Denswil et al.,, 2016), mostram que a localizagao
especifica dos diferentes tipos de proteoglicanos, tanto na placa de ateroma quanto
em diferentes localizagbes anatdmicas, também ¢é importante para o entendimento
da aterogénese. Entretanto, em humanos, o conhecimento da localizac&o histoldgica
de proteoglicanos esta restrito as coronarias e, em poucos casos, a aorta. Além
disso, a maioria desses dados sao oriundos de pacientes idosos e com
comorbidades associadas.

A hipétese geral do estudo é de que variagdes estruturais e bioquimicas entre

as diversas artérias, inerentes a suas carateristicas morfolégicas e a adaptagdes
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hemodindmicas, atuam como fatores associados ao desenvolvimento de lesbes

ateroscleradticas.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1- Estrutura vascular arterial dos seres humanos

Sao conhecidos como artérias aquelas que histologicamente possuem
tunicas concéntricas separadas entre elas por laminas limitantes interna e externa e
um lamen arterial.

Todas as artérias que foram utilizadas no estudo contém trés tunicas, a tunica
intima, a tunica média e a tunica adventicia. Estas camadas estdo separadas entre
elas, na maioria das artérias, por uma estrutura conformada por fibras elasticas.
Estas estruturas sdao denominadas laminas limitantes, a limitante interna delimita a
tunica intima da tunica média e, a externa faz a delimitacdo da tunica média com a
tunica adventicia (figura 1-a) estando esta ultima, muitas vezes, ausente.

Cada uma de estas camadas tem particularidades que influenciam
diretamente na fungdo e comportamento perante as diversas patologias vasculares.
Por exemplo, as tunicas médias que contenham mais fibras de origem elasticas
estarao presentes em locais em contato com maior pressao hidrostaticas, como no
caso das artérias aorta (Townsley, 2013) e iliacas. Aquelas aonde o fluxo arterial é
menor e a sua pressao hidrostatica deve ser regulada conjunto ao sistema nervoso
autbnomo, sao ricas em células musculares lisas, sendo o caso das artérias
coronarias e as renais. Estas classificacbes estdo caracterizadas pelos
componentes mais abundantes na tunica média e que sao conhecidos como artérias
elasticas e musculares respectivamente.

Ja que nossa pesquisa parte de que, todas as artérias coletadas eram de
pessoas sem patologias cardiovasculares aparentes e com morte por motivos nio
decorrentes de qualquer outra patologia de origem vascular, direcionaremos a
revisdo de literatura para as caracteristicas préprias das tunicas que foram
encontradas no nosso estudo, descrevendo algumas das estruturas morfologicas

destes vasos.
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1.1.1- Tunicas arteriais

A tunica intima é uma estrutura avascular que faz parte da parede arterial mais
interna descrita comumente como uma linha de células endoteliais enfileiradas em
contato com a lamina limitante interna (ldmina elastica interna) e com uma escassa
matriz extracelular frouxa rica em proteoglicanos e proteinas de adesao. A definigao
antes exposta tem mudado através dos anos, com as novas pesquisas na area
morfolégica das artérias que mostra a variabilidade das suas paredes atreladas as
diferentes fungées hemodinamicas.

Tem sido controverso durante décadas a especificacdo de considerar como
adaptacao fisiolégica e ndo uma patologia da tunica intima a presenca de varias
camadas de fibras elasticas, fibras colagenas e células musculares lisas,
conformando uma tunica mais espessada produto dos eventos hemodinamicos do
meio, tais como o estresse ou dano endotelial (Nakashima et al., 2002; Subbotin,
2016). Este espessamento ndo possui caracteristicas inflamatérias de deposigéao de

outras moléculas que falariam a favor do inicio de doenga aterosclerdtica (figura 1).

Figura 1- Estruturas arteriais e espessamento difuso da tunica intima

3 WA e S R e AT S

a de 5 anos, b) espessamento difuso da artéria
coronaria descendente anterior esquerda de uma menina de 7 anos. As barras de escala
na imagem a e b representam 25 um e 50um respectivamente. / intima, M média.

Fonte: Adaptado de Nakashima et al., 2002
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Na figura acima, a fotomicrografia (a) mostra a conformagéo da tunica intima
caracterizada por uma camada de células endoteliais em estreito contato com a
lamina limitante interna. Esta lamina tem uma configuragdo estrutural continua e
engrossada (linha tortuosa na cor preta). Este tipo de conformagédo das tunicas
arteriais sdo descritas usualmente nos livros e pesquisas. No entanto, na imagem
(b) é apresentada uma fotomicrografia da artéria coronaria com uma tunica intima
espessada difusamente, com a presengca de varias fibras elasticas e outros
componentes do tecido conjuntivo. Essas amostras sdo de seres humanos com dois
anos de diferenca entre as idades o que fala a favor de que, o espessamento da
tunica intima ¢é insidioso, aparece nos primeiros anos de vida e evolui ao longo dos
anos ( Mikko et al., 2001).

Este espessamento da tunica intima tem sido alvo de inumeras pesquisa e
teorias. E considerado pelo consenso de 1992 da American Heart Association como
uma adaptacgao fisioldgica e ndo progressiva, classificado como tipo | (Stary et al.,
1992), sendo que no ano de 2000, Virmani e colaboradores reclassificaram este tipo
de lesdo como no aterosclerética descrevendo-a como o acumulo normal de células
musculares lisas na auséncia de deposicdo de acidos graxos, células do sistema
imune ou células espumosas (macréfagos).

Estes pardmetros de classificacdo sao aplicados a cada lesao da tunica intima
que nao obedeca o padrao classico da tunica intima descrito anteriormente. Uma
das perguntas feitas em diversos estudos €& ao respeito do porqué do
desenvolvimento do espessamento, seja este difuso ou excéntrico, e a sua
distribuicdo nas diferentes artérias.

Alguns estudos reconhecem as células endoteliais e sua disfungcdo como as
precursoras desta lesdo (Haybar et al., 2018). Este tipo celular é encarregado de
manter a estrutura vascular, produzindo vasodilatadores (6xido nitrico) e constritores
como a endotelina. Esta estrutura celular além de evitar a agregacao plaquetaria,
regulariza o ténus vascular.

E sabido que nas condicées normais as células endoteliais ndo expressam
fatores nem trombogénicos e nem de angiogénese. Apds a camada de células
endoteliais sofrer algum tipo de lesdo estrutural, seja por mecanismos
hemodinadmicos, fatores de expressdo da matriz (proteina Angiopoetina-2 like,
Endocan, Lisofosfolipideos) ou substancias externas presentes no sangue (arsénico,

produtos da fumacga do cigarro ou poluicdo do ar), estas células perdem a sua
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funcionalidade e é desencadeada uma cascata de fatores proinflamatérios, de
angiogéneses e de migragdo celular vindo do sistema imunologico ou das células

musculares lisas adjacentes a tunica intima (Figura 2).

Figura 2- Esquema da cascata Inflamatoria e estresse oxidativo desencadeado pelo

endotélio nas doencgas cardiovasculares.
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Legenda: Mecanismos inflamatoérios e de estresse oxidativo na doencga cardiovascular. Quando é
ativada a via do fator Nuclear Kappa B, os macréfagos liberam interleucinas pro-
inflamatdrias que promovem a proteina ¢ reativa. MQ macréfagos; ICAM-1 molécula de
adeséo intercelular-1; COX Ciclooxigenase; NF-kB fator nuclear Kappa beta; Thl, 2 T
Helper; PGEZ2 Prostaglandinas E2; EPCs, células progenitoras endoteliais; SCR-A
receptor scavenger A; ox-LDL lipoproteina de baixa densidade oxidada; GSH Glutationa;
ROS espécies reativas do oxigénio; NO o6xido nitrico; LOX-1 receptor oxidado de LDL tipo
lectina-1; KDR dominio do receptor de kinase

Fonte: Adaptado Haybar et al., 2018

Logo apd6s da migracao das células musculares lisas ao local, estas perdem a
sua polaridade e funcionalidade e passam a secretar fatores que promovem a
adesao de certas proteinas, além de ser precursoras da producdo de uma matriz
extracelular rica em colageno do tipo | e lll (Figura 3). Quando este ciclo de leséo e
cicatrizacado é perpetuado, é desenvolvido o espessamento difuso da tunica intima
que esta submetida a diversos estressores da mecanica hemodinadmica (éstios e

bifurcagdes). O tipo de espessamento excéntrico da tunica intima aparece com
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maior frequéncia nos ramos terminais e este vai progredindo até causar lesdes

ateroscleroticas (Forte et al., 2012).

Figura 3- Fotomicrografia da artéria coronaria esquerda com espessamento difuso

da tunica intima.
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Legenda: Artéria coronaria esquerda com evidéncia de espessamento da tdnica intima com células
musculares lisas (seta) e migragcdo de células musculares lisas da tunica média para a
tnica intima ( cabega de seta). A coloragao de tricromico de Masson mostra a matriz de
fibras colagenas em azul intenso e as células musculares lisas em vermelho no aumento
de 200x. A= Adventicia, M= Média, I= intima.
Fonte: A Autora, 2018.

No caso da tunica adventicia, esta € considerada como a tunica mais externa
composta por tecido conjuntivo frouxo rico em fibras colagenas. Este tecido possui a
vasa vasorum (as artérias que nutrem as tunicas das arteriais), as veias que drenam
o local e a inervagao feitas por feixes de nervos do sistema autbnomo. Além de
possuir as caracteristicas antes descritas, a tunica adventicia possui células de
tecido adiposo, macrofagos e receptores proprios do local. (Oikonomous, E. &
Antoniades C., 2018) que podem influenciar na dinamica vascular. Outros autores
(Tonar et al.,, 2016; Kim et al.,, 2015), classificam a tunica adventicia em duas
subdivisbes, uma mais compacta aderida as laminas elasticas externas ou células
musculares lisa da tunica média (figura 4), e outra com uma composi¢cao de tecido
conjuntivo mais frouxa contendo a vasa vasorum e demais componentes ja

mencionados.
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Figura 4- Fotomicrografia da artéria renal direita com evidéncia da tunica

adventiciade tecido conjuntivo frouxo e compacto.

100 pm

Legenda: Na tunica adventicia € encontrado um tecido conjuntivo frouxo (seta) precedido por um
tecido de fibras colagenas mais compacto (cabega de seta) estreitamente unido a tunica
média. Este padrao de distribuigdo foi evidente em todas as amostras do estudo, sendo
nas artérias coronaria e tronco pulmonar a presenga frequente de tecido adiposo na
camada mais frouxa. Coloragéao de tricrdmico de Masson. A= Adventicia, M= Média.

Fonte: A Autora, 2018.

1.2- Propriedades da matriz extracelular das artérias

A matriz extracelular das tunicas arteriais estd composta basicamente de
elastina, proteinas de microfibrilas de fibras elasticas, fibrilina associada a
glicoproteinas, fibulinas, os colagenos vasculares, proteoglicanos, entre outras. Este
conjunto de proteinas mantém a mecanica da complacéncia arterial necessaria para
as mudancas hemodinamicos e a preservacgao da estrutura vascular (Wagenseil J. &
Mecham R.,2009).

A elastina é uma das proteinas mais abundantes no meio vascular. E
importante diferenciar entre os termos elastina, com uma aparéncia amorfa, e a fibra
elastica ja que, esta ultima € uma associacdo de elastina com microfibrilas de fibras
elasticas com uma estrutura bem definida e que podemos observar inclusive nas
fotomicrografias do estudo. A elastina é encontrada sé nos vertebrados, ela é
decodificada por um gene composto por 34 exons. Este gene decodifica a proteina
protoelastina, sendo uma das proteinas de matriz extracelular em expressar-se
prematuramente. A proteina de microfibrilas de fibras elasticas, um tipo de fibrilina, é
a primeira em aparecer na matriz extracelular para a formacao de fibras elasticas o

que é quase impossivel de encontrar elastina sem microfibrilas.
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As fibrilinas sdo glicoproteinas de um peso aproximada de 350-kDa, com
dominios para o fator de crescimento epidermdide dependente de calcio o que
proporciona uma rede de sustentacido para a conformacao das fibras elasticas pela
unido das proteinas tropoelastinas (Burton AC., 1954). A mutagdo dos seus genes
leva ao desenvolvimento da Sindrome de Marfam, no caso da fibrilina-1. As
microfibrilas associadas a glicoproteinas também s&do necessarias para a formagéao
das estruturas constituidas por elastina e a sua deficiéncia pode levar a atraso no
desenvolvimento vascular embrionario.

Outro componente da matriz extracelular sao as fibulinas, estas estado
presentes nos tecidos elasticos promovendo a integridade endotelial em mamiferos.
Nos seres humanos as mutagdes nos genes que codificam esta proteina
apresentam a doenga autossdmica recessiva da Cutis Laxa.

Uns dos componentes da matriz extracelular que teve importancia no estudo
foi o colageno vascular e os proteoglicanos. Os colagenos mais abundantes sao os
tipos : I, lll, IV, V e VI. Os colagenos do tipo | e Ill tem uma distribui¢ao variavel que
dependera da localizacao especifica. Por exemplo, na aorta ascendente os
colagenos do tipo | e Ill estdo distribuidos mais amplamente na tunica média e
adventicia.

Os proteoglicanos sao descritos como moléculas que possuem um nucleo
proteico e que um glicosaminoglicano (GAGs) unido por enlaces covalentes. Estes
sdo classificados segundo o tipo de GAG que possuam. Estes GAGs podem ser
condroitim sulfato e dermatan sulfato, compostos por dissacarideos em repeticdo de
galactossamina e acido idurdnico, a Heparina e heparan sulfato, constituidos por
dissacarideos de glucosamina e por ultimo o keratan sulfato, constituido por
dissacarideos de glucosamina e galactose.

Existe uma ampla distribuicdo de proteoglicanos nas paredes arteriais sendo
duas classes de proteoglicanos as que tém maior expressdo: aqueles que
interatuam com o acido hialurénico (polimero linear composto por dissacarideos de
acido glucurdnico e n-acetilglucosamina) e aqueles com um nucleo pequeno rico em
leucina, conhecidos como o small leucine-rich proteoglycans (SLRPs), (lozzo &
Schaefer, 2010) .
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1.3- Proteoglicanos

1.3.1- Versican

Este proteoglicano é considerado como o mais abundante nas paredes
arteriais, tendo uma expressao tecidual reduzida na auséncia de patologias. Suas
fungcdes vao desde promover adesdo, proliferacdo e migragcéo celular e quando
expresso em grande quantidade, este diminui a expressao de elastina possivelmente
pela presengca do condroitim sulfato dos seus GAGs (Hinek A. et al.,1988). Este
proteoglicano possui varias isoformas que variam no peso molecular dos seus
nucleos e nas cadeias de GAGs que expressam, sendo a VO e a V1 as mais
abundantes nas diferentes doencas. Estas isoformas estdo vinculadas a expressao
sob diversas situagdes, sejam elas patologicas ou fisioldgicas. Este proteoglicano
tem uma carga negativa associada a suas cadeias de GAGs, o que facilita a
interacdo com a fibronectina e a agua, além de agir como reservatério de citosinas e
fatores de crescimentos que serdo utilizadas em diversos momentos dos processo

vasculares para controlar a atividade celular (Wight et al., 2014).

1.3.2- Decorin

Faz parte da familia denominada de Small rich-leucine proteoglycans (SRLPs)
por possuir um nucleo rico em leucina enfileirada e um peso molecular de 36-42 k-
Da, semelhante ao lumican e o biglican. Este possui cadeias de GAGs de condroitin
e dermatan sulfato, o que faz que pertenca a familia do tipo | de proteoglicanos. Este
tem como funcéao regular a fibrilogénese do colageno, seu turnover (Marzoll et al.,
2011) e a adesédo do fator TGF-beta. Este proteoglicano é encontrando usualmente
na adventicia das artérias normais pela sua funcdo na sinalizagdo para evitar a
fibroses e fatores proliferativos interagindo diretamente com o receptor para o fator
de crescimento epidérmico (EGRF). Ele é capaz de ativar a caspase-3 envolvida na

morte programada celular induzindo a apoptose. Nas células endoteliais o Decorin
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promove a adesao as fibras colagenas, a degradacado da matriz extracelular e a

migracgéo de células do sistema imunoldgico (lozzo & Schaefer, 2010).

1.3.3- Biglican

Este proteoglicano possui as carateristicas estruturais descritas antes
(membro da familia do tipo 1), tendo fungdes de sinalizar moléculas especificas da
imunidade inata, interagindo com os receptores Toll Like (TLR-2 e 4) dos
macrofagos o que nao requer de outras vias para a resposta proinflamatoria
(Nastasse et al.,2012). Quando os macrofagos estdo ativados por citosinas
proinflamatérias, é gerado o biglican, tendo uma maior associacdo as fibras
elasticas, iniciando assim a resposta inflamatéria com o recrutamento de células
natural killer CD16(-). A sua interagcdo com certos fatores préprios da inflamagao
induz a maturagdo das caspase -1 e a pro-interleucina 1 beta (lozzo & Schaefer,
2010).

1.3.4- Lumican

Rico em sulfato de tirosina este proteoglicano pertence a familia do tipo Il dos
SRLPs. O peso molecular do seu nucleo varia de 4-175 k-Da. Usualmente localizado
nas partes mais externas da tunica média e da adventicia de artérias coronarias
humanas normais (Onda M. et al., 2002), este participa ativamente na homeostase
da matriz extracelular e, na expressdo e migracao de fibroblastos que expressam
alfa actina de musculo liso (Karamanou et al., 2018). O lumican inibe o crescimento
de células tumorais em agar suave. Sua deficiéncia promove a formagdo de
queratindécitos estromais e fibroblastos embrionarios que podem afetar o mecanismo
de adesdo local. Este quando secretado pelas células endoteliais, promove a
migragdo de neutrdéfilos via integrinas o que ajuda promover a reacgao inflamatoéria

localizada (lozzo & Schaefer, 2010).
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1.4- Proteinas de adesao

1.4.1- Fibronectina

A fibronectina € uma proteina composta por um dimero que possui duas
subunidades com um peso molecular de aproximadamente 250 k-Da. Cada um de
seus monémeros tem trés tipos de unidades. A tipo | tem 12 repeticbes e esta
composta por 40 aminoacidos unidos por duas ligacdes de sulfato. A tipo Il tem 15-
17 repeticbes e uma conformacao de 60 aminoacidos com duas ligagdes de sulfatos
e, a tipo Il possui 90 repeticdes sem ligacdes de sulfatos (Pankov & Yamada, 2002).

Esta proteina € abundante no plasma na sua forma soluvel (produzido pelos
hepatdcitos) e na matriz extracelular na sua forma insoluvel. Esta ultima tem uma
estrutura maior e mais heterogénea que pode alterar a composicdo da matriz
extracelular quando necessario. A fibronectina pode interagir com os receptores das
familias das integrinas promovendo a adesdo celular. Esta pode unir-se as
moléculas de heparina, colageno/gelatina e fibrinas. Estes dominios para heparina
interagem com o heparan sulfato e condroitina dos proteoglicanos e outros GAGs
(Yamada & Clark, 1996).

1.5- Aterosclerose

1.5.1- Fisiopatologia da aterosclerose

A aterosclerose € uma doenca arterial de curso crénico e que tem o maior
indice de mortalidade nos tempos modernos. Esta é desenvolvia ao longo da vida
insidiosamente com uma vinculagao estreita com o metabolismo do colesterol e das
lipoproteinas (Barr A., 2018). As moléculas de colesterol sdo insoluveis em agua,
portanto, precisam de configuragdes proprias para o transporte plasmatico tais como

os quilomicrons, a lipoproteina de muito baixo densidade (VLDL), a lipoproteina de
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baixa densidade (LDL) e a lipoproteina de alta densidade (HDL), todas estas
baseadas no seu tamanho, a proteina que possui e sua composigao lipidica.

Quando as gorduras sao digeridas e absorvidas em forma de quilomicrons
pelo intestino estes recebem varias apoproteinas para o seu transporte. Estas sao
apo B-48, apo A |, apo A Il, apo C-ll e a apo E. Quando estes estdo na circulagéo
em forma de triglicerideos plasmaticos, as células endoteliais os degradam com a
lipase para lipoproteina e os separa em acidos graxos e glicerol. O LDL é o
encarregado de levar o colesterol as células para sua integragdo a membrana
plasmatica e para a sintese de esterdides tendo na sua superficie a apo-100.

Quando ocorre a disfungdo endotelial e sdo expressos os fatores descritos
antes, € iniciada a retencdo de LDL por varios mecanismos na tunica intima das
artérias (Fukuchi et al. 2002), que é oxidado desencadeando a via de estresse
oxidativo. Estes mecanismos ativam a migragdo de células T e macréfagos do
sistema imune, estes ultimos, fazem a fagocitose dos acidos graxos convertendo-se
em células espumosas. A mediagdo por varios fatores proinflamatérios ativa a
producado de matriz extracelular, a proliferagdo e migragdo das células musculares
lisas, conformando uma das primeiras lesbes da classificacdo de aterosclerose
(Stary et al., 1992). Esta classificagado foi atualizada em 2002 (Virmani et al.,
2002) para evitar as constantes discrepancias na identificagdo da morfologia das
lesdes e seus componentes em:

Lesbes da tunica intima ndo aterosclerdticas:

a) Espessamento da tunica intima: a concentracdo normal de células
musculares lisas no local em auséncia de deposi¢cdo de acidos graxos ou
células espumosas.

b) Xantoma da tunica intima ou Fatty Streak: concentragdo luminal de células
espumosas sem nucleo necrético ou capa de fibrose. Estas lesdes podem
regredir.

Lesdes aterosclerdticas progressivas:

a) Espessamento patoldgico da tunica intima: presenga de células musculares
lisas com uma matriz extracelular rica em proteoglicanos com locais de
deposicao de lipideos sem area de necrose.

b) Erosdo: Trombose luminal, sem comunicagdo entre o trombo e o nucleo

necratico.
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c) Ateroma com uma capa de fibroses fina: presenga de uma capa de fibrose
fina acima do nucleo necrdético infiltrada por macrofagos e linfécitos, com raras
células musculares lisas.

d) Ruptura da placa ateromatosa: ruptura da capa que cobre o fibroateroma,
com presenca de comunicagao entre o trombo luminal e o nucleo necratico.

e) Nodulo calcificado: calcificagdo com forma eruptiva e nodular com presencga
de placa fibrocalcificada embaixo.

f) Placa fibrocalcificada: placa rica em colageno com poucas células
inflamatodrias e possibilidades de encontrar ainda o nucleo necrdético.

Em outras pesquisas foram feitas outras classificacbes para este tipo de
lesdes ja que, em muitas ocasides nao era evidente as caracteristicas morfolégicas,
levando a classificagdes clinicas e histopatolégicas da doencga aterosclerética nas
artérias coronarias (Otsuka et al.,2014), aonde descrevem as lesdes coronarianas
sem muitos lipideos, sendo a erosédo da placa responsavel pelos eventos clinicos.
Usualmente estas lesdes nao possuem uma capa de fibrose fina, ndo tendo uma
remodelagéo positiva sem obstrugao critica do lumen da artéria. Até hoje continuam
as diferencas entre varias teorias sobre a génese da doenga, a sua classificagéo e o

possivel manejo com novas técnicas nao invasivas.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi identificar o padrdo de distribuigao
histoldégica de proteoglicanos e outros componentes da matriz extracelular tais como,
fibronectina e alfa actina de musculo liso, nas trés tunicas arteriais, intima, média e
adventicia, de diversas artérias sem patologias evidentes de adultos jovens falecidos
por morte acidentais. Foram incluidas artérias que, segundo a literatura (Robert et
al., 1959), apresentam diferentes graus de susceptibilidades ao desenvolvimento de
aterosclerose para investigar a distribuicdo de alguns componentes moleculares
vinculados a doencga na parede de cada uma destas artérias.

Apdés a obtencdo dos segmentos de artérias com diferentes graus de
predisposicao para o desenvolvimento de aterosclerose foram identificadas a
localizac&do dos proteoglicanos versican, decorin, biglican e lumican pela marcacao
imunohistoquimica.

Também foi identificada a distribuicdo de fibras de musculos liso e fibras
elasticas e a proteina de adesao fibronectina das tunicas da parede arterial
utiizando métodos histolégicos e imunohistoquimicos, além de mensurar a
espessura das tunicas intima e média para obter uma raz&o que ajudaria na
classificacdo do espessamento da tunica intima presente nas das diversas artérias.
Para verificar se a presencga e quantidade de colageno influenciava no risco para o
desenvolvimento de aterosclerose foi quantificado por método bioquimico o total de

colageno presente nessas artérias.
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3- MATERIAL E METODO

As autorizacbes oficiais para coleta de amostras arteriais foram obtidas de
o6rgaos governamentais apropriados, e o projeto recebeu aprovacdo do comité de
ética local em experimentacdo com seres humanos (Hospital Universitario da

Universidade do Estado do Rio de Janeiro, aprovagao no 2.612.067).

3.1- Amostras arteriais

Amostras macroscopicamente normais, foram obtidas durante a necropsia de
15 adultos com idades entre 17 e 28 anos com morte acidentais no periodo de 4
meses do ano 2017. Devido ao tamanho limitado e diverso das amostras, e das
diferentes sensibilidades dos métodos utilizados, o numero real de amostras variou
de acordo com o experimento e é indicado quando apropriado. Cadaveres com
periodo pdés-morte maior que 8-12 horas, evidéncias macroscoépicas de doencas
metabdlicas e indice de massa corporal fora do intervalo de 18,5 a 24,9 nao foram
incluidos no estudo. Amostras foram coletadas de cinco diferentes artérias,
classificadas de acordo com sua suscetibilidade a lesdes ateroscleroéticas, utilizando
dados de Roberts et al. (1959). As localizagdes anatdmicas dos espécimes de tecido
sdo as seguintes:
2.1.1- Alta suscetibilidade: (a) artéria coronaria esquerda (COR), no ponto médio
entre sua origem na aorta e a bifurcacdo de seus ramos circunflexo e interventricular
anterior; e (b) aorta abdominal (AOR), no ponto médio entre a raiz da artéria
mesentérica inferior e a bifurcacao das artérias iliacas comuns .
2.1.2- Suscetibilidade moderada: (a) Artéria iliaca comum, no ponto médio entre sua
origem na aorta abdominal e a bifurcacao das artérias iliacas externa e interna (ILI).
2.1.3- Baixa susceptibilidade: (a) Artéria renal direita, no ponto médio entre sua
origem na aorta abdominal e a ramificagdo da artéria suprarrenal inferior (REN); e (b)
Tronco pulmonar, no ponto médio entre a valva pulmonar e a bifurcacao das artérias

pulmonares direita e esquerda (PUL).
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As amostras teciduais foram fixados em formalina tamponada neutra a 4%
imediatamente apds a excisdo durante a necropsia, constituindo a circunferéncia
total (segmento de ~ 7-10 mm) (REN, ILI, COR) ou num fragmento de parede (~
10x10 mm) (AOR , PUL) da artéria. As amostras cobriram toda a profundidade das
paredes arteriais, com a localizados o mais longe possivel dos oéstios e das

ramificagbes, sem presenga macroscopicas de estrias gordurosas.

3.2- Processamento histologico e imunohistoquimica

Cortes arteriais de 5 mm de espessura foram emblocados em Paraplast Plus
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA) perpendicularmente ao eixo do lumen do
vaso, e foram rotineiramente processados para histologia e cortados com uma
espessura de 5 um para histoquimica (hematoxilina e eosina, tricrémicro de Masson
e resorcina-fucsina de Weigert). Para a imunohistoquimica as sec¢des de tecido
foram desparafinidas, hidratadas e lavadas em PBS durante 10 minutos. Antes de
prosseguir com a imunohistoquimica, a recuperagédo de antigeno mediada pelo calor
foi realizada em todas as secgbes. Assim, as laminas foram incubadas durante 20
minutos a 60°C em tampao citrato 10 mM, pH 6,0, e logo apds, foram lavadas em
PBS. A atividade da peroxidasse enddgena foi bloqueada incubando as laminas no
escuro durante 15 minutos numa solugao 9:1 (v / v) de metanol: H202 e depois
lavaram-se em PBS. Os antigenos nao especificos foram também bloqueados
tratando as secgdes com um soro de cavalo normal a 2,5% (kit Vectastain Universal
Quick, cat. N° PK-7800, Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) durante 15
minutos a temperatura ambiente em camara umida.

As secgbes foram entdo tratadas em camara umida com os anticorpos
primarios, os quais foram os seguintes proteoglicanos: versican, isoforma v1
(Abcam, policlonal, cat. No. Ab19345, Cambridge, Massachusetts, EUA), com uma
diluigdo de 1:200; decorin (Calbiochem, policlonal, numero de catalogo PC673,
Gibbston, EUA), a uma diluicao de 1:100; biglican (R & D Systems, monoclonal,
numero de catalogo MAB2667, Minneapolis, EUA), diluido a 1:100; e lumican
(Abcam, monoclonal, cat. no. ab186859), a uma diluicao de 1:200. Também foram

utilizados anticorpos primarios contra as seguintes proteinas: fibronectina (Sigma-
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Aldrich, monoclonal, cat. No. F7387, Saint Louis, Missouri, EUA), a uma diluigdo de
1:100; alfa-actina do musculo liso (Santa Cruz Biotechnology, monoclonal, niumero
de catalogo SC-32251, Dallas, Texas, EUA), diluido a 1:75.

A incubacido das seccbes de tecido com todos os anticorpos primarios foi
realizada durante a noite a 4°C. Os controles negativos foram tratados da mesma
forma, mas com uma solucao de soro de cavalo normal diluido a 1,5% com PBS em
vez do anticorpo primario. As sec¢oes foram entdo lavadas em PBS, tratadas com
anticorpo secundario biotinilado e estreptavidina conjugada com peroxidase (kit
Vectastain Universal Quick, numero de catalogo PK-7800) e lavadas novamente
com PBS, seguindo as instru¢des do fabricante. Esta reacao final foi revelada com
um kit de Substrato de Peroxidase DAB (numero de catalogos SK-4100, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, EUA), no escuro e em camara umida, seguindo o
protocolo do fabricante. As laminas foram entdo brevemente lavadas em agua
destilada, contrastadas com hematoxilina por 5 minutos, desidratadas em etanol e
montadas com Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha). Todas as imagens
histolégicas foram capturadas com uma resolu¢cdo de 4080 x 3072 pixels usando
uma camera digital (DP71, Olympus, Toquio, Japado) acoplada a um microscépio de
luz (BX51, Olympus).

3.3- Morfometria

A espessura das tunicas intima e média foi determinada em imagens digitais
de laminas histolégicas coradas com tricromico de Masson e capturadas com um
aumento final de 100x (tronco pulmonar, aorta abdominal, artéria iliaca comum
direita) ou 200x (artéria renal direita e artéria coronaria esquerda). As imagens foram
entao carregadas no software de analise de imagem Imaged versao 1.52 (Rasband
2018) previamente calibrado. Definicbes e limites das camadas da parede arterial
seguem Stary et al.,1992. A espessura das tunicas arteriais foi determinada pela
medida das distancias lineares, com base nos limites descritos por Nakashima et al.,
2002. Por conseguinte, a tunica intima foi medida a partir da superficie luminal da
camada endotelial para a membrana elastica interna, quando esta ultima era

continua. A tunica média foi medida a partir da membrana elastica interna até a
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borda mais externa da camada muscular lisa orientada circularmente. Quando a
membrana elastica interna estava marcadamente descontinua (fragmentada), como
na artéria coronaria, a espessura da intima foi mensurada a partir da superficie
endotelial até a borda mais interna de células musculares lisas orientadas
circularmente da camada média. Nestes casos, a tunica média foi medida a partir
desta borda até a borda mais externa da mesma camada muscular. Para cada
artéria, foram analisados dois cortes histolégicos. Em cada secdo, cinco campos
foram examinados, e medidas da espessura de cada tunica foram feitas ao longo de
cinco linhas que, foram uniformemente espacadas ao longo do segmento arterial
(Nakashima et al., 2002), ou circunferéncia das amostras arteriais. Essas linhas
atravessaram toda a espessura da parede arterial aproximadamente perpendicular a
superficie endotelial adjacente. Para cada amostra, as espessuras foi calculada

segundo uma razéo intima/média, das médias obtidas (numero de 10).

3.4- Quantificagao de coloragao imunohistoquimica

Resumidamente, as imagens foram primeiramente carregadas no software
GIMP (GNU Image Manipulation Program; http://www.gimp.org) versao 2.10, apds o
qual as tunicas intima, média e adventicia foram delineadas manualmente seguindo
seus limites histologicos (Nakashima et al. 2002). Estas tunicas delineadas foram
entdo isoladas do restante da parede arterial e salvas separadamente. Em seguida,
imagens das tunicas isoladas foram carregadas no Imaged versao 1.52 (Rasband
2018) e processadas usando os seguintes plug-ins, que estdo disponiveis no site do
programa: (a) Rolling Ball Background, para reduzir grandes variacdes na
intensidade da cor de fundo, para que todas as imagens tiveram origens
semelhantes; e (b) Colour Deconvolution, que isola a intensidade no intervalo de cor
de DAB e as converte em uma lista de valores em escala de cinza, cada um sendo
emparelhado com seu respectivo numero de pixels. Esses pares foram entao
utilizados para calcular a quantidade total de DAB (Helps et al., 2012), e foi entdo
expressa como um percentual em relagdo ao "DAB maximo tedrico" (ponderado) na
imagem (DABwt%). A presenca de marcacgao de alfa-actina de musculo liso na vasa

vasorum da adventicia também foi levado em consideragdo ao quantificar esta
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proteina. Para cada tunica arterial, cinco campos aleatérios foram analisados e um

valor médio de imunomarcacao foi entao calculado a partir desses cinco campos.

3.5- Ensaio bioquimico para colageno total

A tunica adventicia das grandes artérias consiste em uma camada colagena
interna, densa e bem definida, cercada por um tecido conjuntivo frouxo cujos limites
nao sao claramente discerniveis e podem incluir tecido nao arterial (Tonar et al.,
2016). Assim, para evitar contaminantes de estruturas nao vasculares aderentes e
para focar nas tunicas arteriais mais diretamente envolvidas na aterogénese, a
tunica adventicia foi macroscopicamente removida das amostras de tecido usadas
neste ensaio (Cardoso & Mourdo, 1994). A analise histoléogica das amostras
resultantes confirmou que apenas a adventicia de tecido conjuntivo frouxo foi
removida, enquanto a camada interna mais compacta foi consistentemente
preservada (ndo mostrada) (Kim et al., 2015).

Os espécimes fixados em formol foram imersos em acetona por 24 horas,
depois clivados e submetidos a duas trocas de 24 horas cada em 40 mL de
cloroféormio / metanol (2: 1, v / v) a temperatura ambiente. O solvente foi retirado e
as amostras foram incubadas a 60°C durante 30 minutos, obtendo uma preparagao
de tecido arterial seco e delipidado. A concentracao de colageno total foi entdo
determinada nesta preparacdo por um ensaio colorimétrico de hidroxiprolina
(Bergman & Loxley, 1963) apds hidrolise de cerca de 5-10 mg das amostras de
tecido seco (Cabral et al., 2003). Os resultados foram expressos em microgramas de

hidroxiprolina por miligrama de tecido seco e delipidado.

3.6- Analise estatistica

O objetivo desta investigagao foi verificar se as caracteristicas estruturais e de
composigao da parede arterial varia entre as cinco artérias, em um projeto que

assumiu que todas as artérias tém status experimental equivalente. Como tal, a



39

avaliagao estatistica exigiu comparagdes de todas as combinagdes possiveis de
pares de artérias. Portanto, optamos pelo método Holm-Sidak, pois ele € menos
sensivel ao numero de comparacoes, diminuindo assim a probabilidade de um erro
estatistico do tipo Il (Streiner, 2015). Os resultados numéricos sao apresentados
como média + desvio padrao (DP). Para cada variavel analitica, os resultados para
as cinco artérias foram primeiro analisados por ANOVA de um fator, seguido por
comparagdes pareadas usando o método de Holm-Sidak. Os calculos estatisticos
foram realizados utilizando o programa GraphPad Prism, v. 7.00 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, EUA), e a significancia estatistica foi considerada quando p
<0,05
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4- RESULTADOS

4.1- Dados demograficos

A amostra foi homogénea, tendo maior incidéncia de afrodescentes, seguindo
os critérios de incluséo e exclusao (tabela 1) .

Tabela1- Dados demograficos e biométricos.

Parametros demograficos e Media* SD
biométricos
Idade (anos) 21.93 + 3.63

indice de massa corporal 25.53% 1.67

Numero de Individuos
Raca Branco:02, Negro:08,
Pardo:05

Nota:A classificagdo dos individuos foi baseada apenas em cor da pele.
Fonte: A Autora, 2018.

4.2- Histoquimica

4.2 .1- Morfometria

A artéria que apresentou a maior razao intima/média foi a coronaria esquerda
com uma média de 0.93 e desvio padrao de 0.98. A artéria que apresentou menor
razao foi a artéria renal direita (0.03+ 0.01), figura 6. O resultado da ANOVA de um
fator foi significativo, p 0.001. Das comparacgbes por teste de Holms Sidak, COR
Vs. REN e COR Vs. PUL apresentou p 0.001.
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Figura 5- Grafico da razao intima/média.
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Legenda: Razao intima/média das diferentes artérias expressa em barra de erro das médias e desvio
padrdo. N =15. As artérias sdo a aorta abdominal (AOR), iliaca comum direita (ILI),

coronaria esquerda (COR), renal direita (REN) e tronco pulmonar (PUL).
Fonte: A Autora, 2018.

Figura 6- Grafico de comparagdes multiplas da razao intima/média.
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Fonte: A Autora, 2018.
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Figura 7- Fotomicrografias das cinco artérias indicando os locais de medida para

obter a razdo intima/média.
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Legenda: Imagens representativas das artérias: (a)- aorta abdominal (AOR), (b)- iliaca comum direita
(IL1), (c)- coronaria esquerda (COR), (d)- renal direita (REN), e (e)- Tronco pulmonar.
Coloragao tricromico de Masson. As setas indicam alguns dos locais de medida da
espessura das tunicas intimas e médias respeitando os limites que separam uma tunica
de outra. As linhas na cor preta indicam o plano e dngulo das medidas. Tunica intima- (1),
tunica média- (M), tunica adventicia- (A); Aumento de 100 X.

Fonte: A Autora, 2018.
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4.2.2- Morfologia da Lamina Elastica Interna

Esta lamina elastica foi evidenciada em todas as artérias (figura 8), tendo
diferencas marcada entre aquelas artérias que mostravam espessamento difuso da
tunica intima e aquelas que ndo apresentavam tal caracteristica morfolégica. Esta
lamina elastica interna em 80% das amostras de artéria coronaria esquerda estava
fragmentada ao contrario do 100% dos casos das artérias renais direitas que
mostravam uma lamina elastica interna continua (figura 9) em comparagéo com as

outras artérias pesquisadas.

Figura 8- Fotomicrografias das cinco artérias mostrando a distribuicdo das fibras

elasticas.

Legenda: Imagens representativas da distribuicdo das Iaminas elastica e fibras elasticas nas tunicas
arteriais da artéria aorta abdominal- (a), artéria iliaca comum direita- (b) , coronéria
esquerda- (c), artéria renal direita- (d) e artéria do tronco pulmonar- (e). Tunica intima- (l),
tunica média- (M), tunica adventicia- (A).Coloragdo de resorcina- fucsina de Weigert.
Aumento 100x.

Fonte: A Autora, 2018.
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Figura 9- Fotomicrografias representativas das laminas elasticas presente nas

amostras.

Legenda: Imagens da Lamina elastica interna da artéria renal direita- (a) e artéria aorta abdominal-
(b). A setaindica a lamina elastica interna continua- (a) e fragmentada- (b). Tunica intima-
(1), tinica média- (M) e tanica adventicia- (A). Coloragéo de resorcina-fucsina de Weigert.
Aumento 100x.

Fonte: A Autora, 2018.

4.2 .3- Presenca de Neointimas

Nas medidas morfométricas das diferentes tunicas foi evidenciada na tunica
intima, a presengca de neointimas em 80% dos casos das amostras de artéria
coronaria esquerda, 45% das amostras de aorta abdominal e um 30% das amostras
de artéria iliaca comum. A artéria renal direita e a artéria do tronco pulmonar nao

tiveram presenca de neointimas.
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Figura 10- Fotomicrografia representativa de neointima.

100 pm

Legenda: Imagem da aorta abdominal com presenga de neointimas (setas na cor branca) e

fragmentacdo da lamina limitante interna (setas na cor preta). Coloragdo de resorcina-
fucsina de Weigert. Tunica intima- (l), tinica média- (M) e tinica adventicia- (A). Aumento
de 200x

Fonte: A Autora, 2018.

4.2.4- Concentracio Total de Colageno

No que corresponde a estrutura arterial entre as cinco diferentes artérias
(Figura 11), a concentragao total de colageno nao variou significativamente

Figura 11- Grafico de barras da concentragao total de colageno das artérias
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Legenda: Concentracéo total de colageno na artéria aorta abdominal- (AOR), artéria renal direita- (ILI), artéria
renal direita- (REN), artéria coronaria esquerda- (COR), e tronco pulmonar- (PUL) de 15 homens
adultos jovens. Os resultados sdo dados em micrograma de hidroxiprolina (Hip) por miligrama de
tecido arterial seco, excluindo a tunica adventicia de tecido frouxo previamente. Barras e barras de
erro representam a média e desvio padrdo respectivamente. A analise pela ANOVA de um fator

amostrou que nao ha diferenga significativa entre as médias.
Fonte: A Autora, 2018.
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4.3- Imunohistoquimica

Foi realizada a marcagao imunohistoquimica para varias proteinas e cujos

resultados estdo expressos na tabela 2.

Tabela 2- Componentes da matriz extracelular e a alfa actina de musculo liso das

diferentes tunicas das artérias humanas normais de adultos jovens.

. Artérias
Componentes Tunicas

Arteriais Arteriais AOR ILI COR REN PUL

ANOVA**

| 37.51+2.64 35.62+8.91 34.96+2.47 21.73+12.91 31.40£20.00 > 0.05

\ M 34.38+3.65 31.89+7.52 31.51+7.35 30.70+5.18 26.85+17.31 > 0.05
Lumican

N=5 A 36.97+6.81 36.81+5.97 37.07+£8.47 34.52+6.32 21.87+£19.32 > 0.05

ANOVA* > 0.05 > 0.05 > 0.05 0.019 > 0.05

| 36.91+3.69 32.60+4.50 33.95+2.53 32.02+5.21 35.68+6.54 > 0.05

. M 35.13£3.87  28.84+9.2  33.54+4.11 31.94+7.2 35.57+12.56 >0.05
Versican (v1)

N=5 A 29.92+1.74 31.12+8.02 30.52+6.01 31.54+8.41 28.51+7.81 > 0.05

ANOVA* 0.005 > 0.05 > 0.05 > 0.05 > 0.05

| 26.37+5.33 26.87+3.12 17.48+15.18 28.01+2.06 28.59+8.69 > 0.05

M 26.79+5.06 22.55+4.00 13.95+12.14 27.69+10.48 26.11+3.88 > 0.05

Biglican
N=4 A 2123:432 19514498 142641237 229:7.34 21014602  >0.05
ANOVA*  0.004 0.003 005 > 0.05 ~0.05
I 44.76+16.02 33.48+7.83 27.93+13.87 325:14.37 36.08+12.23  >0.05
Fibronectina M 257441843 27.19+12.56 25.65+19.77 29.0+19.27 30.29+14.99  >0.05
N=5
A 3032¢11.95 2513+10.78 19.69+7.26 27.5+13.14 27.44+12.39  >0.05
ANOVA*  >0.05 0.003 > 0.05 > 0.05 0.037
I 30.3142.00 18.86+0.76 20.12+1.80 27.20+4.32 21.21+341  0.006
Alfa actina de M 30.30+4.65 2132169 2548+9.64 31.04+2.26 22.79+4.16  >0.05
musculo liso
N=4 A 16.6+1.84 11264038 15.87+0.27 11.19+1.26 12.93+1.01  0.015

ANOVA* 0.017 0.001 >0.05 0.003 0.005

Legenda: As artérias sdo a aorta abdominal (AOR), lliaca interna (ILI), coronaria esquerda (COR), renal direita
(REN), e tronco pulmonar (PUL). A concentragao das proteinas foi determinada como a quantidade
relativa e ponderada de DAB na marcagdo imunohistoquimica (DABwt%) da imagem. A
concentracdo de cada componente foi mensurada separadamente nas tunicas intima- (I), média- (M)
e adventicia- (A), e esses resultados estdo expressos em média + desvio padrdo de 4-5 casos. Para
cada proteina, a analise de Anova de um fator foi efetuada com as médias entre: (a)- as tunicas de
cada artéria (ANOVA¥) e, (b)- cada tunica de todas as artérias (ANOVA**). Os resultados estatistico
estao mostrados em valores de p.

Fonte: A Autora, 2018.
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Tabela 3- Analise comparativa dos componentes da matriz extracelular e da proteina

alfa actina de musculo liso das tunicas intima, média e adventicia das

diferentes artérias normais de adultos jovens.

Tanica intima

AOR vs. ILI vs. PUL vs. REN

Componentes arteriais vs.
ILI PUL REN COR PUL REN COR REN COR COR

Lumican >099 099 038 099 099 055 >099 091 >099 0.61
Versican (v1) 076 >099 062 09 096 >0.99 >099 089 099 0.99
Biglican >0.99 >099 >0.99 095 >099 =099 093 >099 085 0.88
Fibronectina 0.87 097 0.81 044 >099 >099 099 >099 098 0.99
|/.S\Ifa actina de musculo 0.010 0.06 094 0.035 099 009 >099 035 >099 0.19
iso
Tanica média

AOR vs. ILI vs. PUL vs. REN

Componentes arteriais vS.
ILI PUL REN COR PUL REN COR REN COR COR
Lumican >099 093 099 >099 099 >099 >099 099 099 >0.99
Versican (v1) 078 >099 099 099 0.7 099 095 099 099 >0.99
Biglican 099 >099 >0099 068 >099 099 095 >099 0.73 0.60
Fibronectina 099 070 094 >099 095 099 099 >099 067 093
Alfa actina de musculoliso 060 0.79 >099 098 >099 053 099 070 099 095

Tanica adventicia

AOR vs. ILI vs. PUL vs. REN

Componentes arteriais vS.
ILI PUL REN COR PUL REN COR REN COR COR
Lumican >099 039 >099 >099 040 >099 >099 062 038 >0.99
Versican (v1) >099 >0.99 >099 >099 099 >099 >099 099 099 >0.99
Biglican >099 >099 >099 098 =099 >099 099 >099 098 092
Fibronectina 092 099 099 014 099 099 084 >099 050 049
Alfa actina de musculo liso 0.007 0.06 0.006 098 076 >099 0.010 0.72 0.17 0.010

Nota: Os numeros em negrito representam os valores que tiveram significancia estatistica.

Fonte: A Autora, 2018.
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Tabela 4- Analises das comparacdes multiplas das tunicas arteriais.

Componentes Comparagoes AOR ILI REN COR PUL
da Matriz das
Extracelular e Tani
a Alfa Actina un'(,:a,s
Actina de arteriais
Musculo Liso
Int. Vs. Med. 0.36 0.020 0.82 0.98 0.19
Fibronectina Int. Vs. Adv. 0.58 0.004 0.62 0.59 0.045
Med. Vs. 0.97 0.68 0.98 0.79 0.69
Adv.
Int. Vs. Med. 0.99 0.019 0.005 0.68 0.72
Alfa Actina Int. Vs. Adv. 0.030 0.004 0.015 0.80 0.015
de Musculo
Liso
Med. Vs. 0.030 0.18 0.53 0.29 0.008
Adv.
Int. Vs. Med. 0.68 0.48 0.07 0.51 0.68
Lumican Int. Vs. Adv. 0.85 0.72 0.025 0.52 0.41
Med. Vs. 0.68 0.42 0.31 0.30 0.68
Adv.
Int. Vs. Med. 0.29 0.45 0.99 0.99 0.97
Versican Int. Vs. Adv. 0.006 0.64 0.99 0.62 0.33
Med. Vs. 0.025 0.64 0.99 0.70 0.33
Adv.
Int. Vs Med. 0.87 0.030 0.99 0.16 0.70
Biglican Int. Vs Adv. 0.008 0.005 0.55 0.18 0.08
Med. Vs 0.006 0.11 0.59 0.98 0.24
Adv.

Legenda: As artérias sdo: aorta abdominal (AOR), iliaca comum direita (ILI), coronaria esquerda
(COR), renal direita (REN) e tronco pulmonar (PUL). Aplicando analise de ANOVA de um
fator, as médias de cada componente das tunicas intima (Int.), média (Med.) e adventicia
(Adv.) de cada artéria (Tabela 2) foram também comparadas entre elas usando o método
de Holm-Sidak. Esses resultados sdo mostrados como valores de p. Versus (vs.).

Fonte: A Autora, 2018.
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4.3.1- Proteoglicanos

4.3.1.1- Decorin

O proteoglicano Decorin foi expresso na tunica adventicia das 5 artérias
estudadas (N=7), ndo tendo expressdo nas tunicas intima e média, mesmo das
artérias com presenca de espessamento difuso da tunica intima. Por tal razdo nao

foi feita a quantificagdo imunohistoquimica, resultados sdo mostrados na figura 13.

Figura 12- Fotomicrografias representativas da imunomarcagao para Decorin.
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Legenda: Imagens representativas de marcagao imunohistoquimica para o proteoglicano Decorin das artérias
aorta abdominal- (a), iliaca comum direita- (b), coronaria esquerda- (c), renal direita- (d) e tronco
pulmonar- (e). Presenca da marcagao na tunica adventicia. Tunica intima- (I), tdnica média- (M) e
tunica adventicia -(A).

Fonte: A Autora, 2018.



4.3.1.2- Versican
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Este proteoglicano (isoforma v1), N=5, teve maior expressado nas tunicas

intima e média de todas as artérias (figura 14), ndo possuindo diferencas

significativas entre as diversas artérias (tabela 2). A diferenga estatistica foi

evidenciada entre as tunicas da artéria aorta abdominal.

Figura 13- Graficos da analise estatistica da quantificagdo imunohistoquimica para o

proteoglicano Versican (v1). (Continua)
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Figura 13- Graficos da analise estatistica da quantificagdo imunohistoquimica para o
proteoglicano Versican (v1). (Concluséo)
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Legenda: Quantificagdo imunohistoquimica para Versican expressa em porcentagem de DAB
Ponderado (DABwt %) das tunicas das cinco artérias- (a), (b), (c), (d), (e), em graficos de
barras das médias e desvio padrdo, (N=5). Os graficos (f), (g), (h)- quantificagdo
imunohistoquimica para cada tunica de todas as artérias. (A) diferente da tnica intima; (B)
diferente da tunica Média

Fonte: A Autora, 2018.
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Figura 14- Fotomicrografias representativas da imunomarcagdo para Versican.
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Legenda: Fotomicrografias das artérias aorta abdominal- (a), iliaca comum direita- (b), coronaria
esquerda- (c), renal direita- (d) e tronco pulmonar- (e). Tunica intima- (), tdnica média- (M)
e tunica adventicia- (A). Aumento de 100x.

Fonte: A Autora, 2018.



4.3.1.3- Lumican

Sua maior expressao foi evidenci
AOR, ILI e COR. Na artéria renal a maior
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ada nas tunicas intima e adventicias de

expressao esta presente na tunica média e

adventicia. A artéria PUL teve maior expressao na tunica intima. A expressao entre

as diferentes artérias nao apresentou diferenca significativa (tabela 2).

Figura 15- Graficos da analise estatistica

proteoglicano Lumican. (Contin
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Figura 15- Graficos da analise estatistica da quantificagdo imunohistoquimica para o

proteoglicano Lumican. (Concluséo)
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Legenda: Quantificagdo imunohistoquimica para Lumican expressa em porcentagem de DAB
ponderado (DABwt %) das tunicas de quatro artérias- (a), (b), (c), (d), em gréaficos de
barras das médias e desvios padrdo, (N=5). Os graficos (e), (f), (g)- quantificagdo
imunohistoquimica para cada tunica de todas as artérias. Diferente da tunica intima (A).

Fonte: A Autora, 2018.
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Figura 16- Fotomicrografias representativas da imunomarcagao para Lumican.

Legenda: Fotomicrografias das artérias aorta abdominal- (a), iliaca comum direita- (b), coronaria
esquerda- (c), renal direita- (d), e tronco pulmonar- (e). Tunica intima- (I), tinica média-
(M) e tunica adventicia- (A). Aumento de 100x. Barra de escala igual a 100 um.

Fonte: A Autora, 2018.

4.3.1.4- Biglican

Sua maior expressao foi evidenciada nas tunicas intima e média, ndo possuindo
significancia estatistica entre as diferentes artérias (tabela 2). Esta significancia

estatistica foi evidenciada entre as tunicas das artérias AOR e ILI.
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Figura 17- Graficos da analise estatistica da quantificagdo imunohistoquimica para o

proteoglicano Biglican.
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Legenda: Quantificagdo imunohistoquimica para Biglican expressa em porcentagem de DAB
ponderado (DABwt %), em graficos de barras das médias e desvio padréo das tunicas
arteriais. Aorta Abdominal- (a), lliaca comum direita- (b), coronaria esquerda- (c), renal
direita- (d) e tronco pulmonar- (e). N=4. Quantificagdo imunohistoquimica para Biglican
expressa em porcentagem de DAB ponderado (DABwt %), das tunicas intima- (f), média
(g) e adventicia -(h) das cinco artérias (N=4). Diferente da intima (A); diferente da média.

Fonte: A Autora, 2018.
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Figura 18- Fotomicrografias representativas da imunomarcagao para o proteoglicano

Biglican.
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Legenda: Imagens das artérias aorta abdominal- (a), iliaca comum direita- (b), coronaria esquerda-
(c), renal direita- (d) e tronco pulmonar- (e). Tunica intima- (1), tinica média- (M) e tunica
adventicia- (A). Aumento de 100x.

Fonte: A Autora, 2018.
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4 .3.2- Alfa Actina de Musculo Liso

A maior expressao da proteina esteve nas tunicas intima e média das artérias
AOR, ILI, COR, ja nas artérias REN e PUL teve variabilidade de expressdo sendo
maior na tunica média. Houve significancia estatisticas entre as diferentes artérias

para as tunicas intima e adventicia. Os valores sao referenciados na tabela 2.
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Figura 19- Graficos da andlise estatistica da quantificagdo imunohistoquimica para a

proteina alfa actina de musculo liso.
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Legenda: Quantificagdo imunohistoquimica para alfa actina de mdusculo liso expressa em
porcentagem de DAB ponderado (DABwt %), em graficos de barras das médias e desvio
padréo das tunicas arteriais, da aorta abdominal- (a), iliaca comum direita- (b), renal
direita- (c), coronaria esquerda- (d) e tronco pulmonar- (e). N=4. Quantificagdo
imunohistoquimica para Biglican expressa em porcentagem de DAB ponderado (DABwt
%), das tunicas intima- (f), média- (g) e adventicia -(h) das cinco artérias (N=4). Diferente
da intima (A); diferente da média (B). Verificar tabela 3 (*).

Fonte: A Autora, 2018.
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Figura 20- Fotomicrografias representativas da imunomarcagéao para alfa actina de

musculo liso.
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Legenda: Imagens das artérias aorta abdominal-(a), iliaca comum direita-(b), coronaria esquerda-(c),
renal direita-(d) e tronco pulmonar-(e). Tunica intima-(l), tinica média-(M) e tunica

adventicia-(A). Aumento de 100x.
Fonte: A Autora, 2018.
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4.3.3- Fibronectina

A maior expressao de Fibronectina foi evidenciada na tunica intima, seguida da
tunica média para as artérias AOR, ILI, COR, REN e PUL, ndo apresentando
significancia estatistica. As artérias ILI e PUL tiveram significancia estatistica entre

as tunicas (tabela 2).

Figura 21- Graficos da analise estatistica da quantificacdo imunohistoquimica para a
proteina fibronectina. (continua)
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Figura 21- Graficos da analise estatistica da quantificagdo imunohistoquimica para a

proteina fibronectina. (conclusao)
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Legenda: Quantificagdo imunohistoquimica para a proteina fibronectina expressa em porcentagem
de DAB ponderado (DABwt %), em graficos de barras das médias e desvio padrado das
tunicas das artérias aorta abdominal- (a), iliaca comum direita- (b), renal direita- (c),
coronaria esquerda- (d) e tronco pulmonar- (e); e das tunicas intima -(f), média (g) e
adventicia (h) das cinco artérias (N=5). Diferente da intima (A); diferente da média (B).
Fonte: A Autora, 2018.
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Figura 22- fotomicrografias representativas da imunomarcagao para a proteina

fibronectina.
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Legenda: Imagens das artérias aorta abdominal-(a), iliaca comum direita-(b), renal direita-(c),
coronaria esquerda-(d) e tronco pulmonar-(e). Tunica intima-(l), tinica média-(M) e tunica

adventicia-(A). Aumento 200x.

Fonte: A Autora, 2018.
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5 DISCUSSAO

5.1- Caracteristicas morfolégicas das artérias

Nas amostras arteriais de adultos jovens sem suspeitas de doencga
coronariana ou aterosclerdtica, foram evidenciadas conformacbes estruturais
variaveis na sua morfologia em aquelas com maior susceptibilidade para o
desenvolvimento de aterosclerose, de aquelas com susceptibilidade de moderado a
menor. Estes dados sdo semelhantes aos dados morfolégicos da pesquisa de
Nakashima et al., 2002.

Nas artérias com maior predisposicdo para o desenvolvimento de doencga
ateroscleroticas (Roberts et al., 1959) foi encontrado o espessamento difuso da
tunica intima na artéria aorta abdominal e excéntrico na artéria coronaria esquerda,
corroborando os achados de Holzapfel et al., 2005 para a tunica intima da artéria
coronaria esquerda, e os dados de Nakashima et al., 2002, para o espessamento da
tunica intima da aorta abdominal e iliaca interna, sendo esta ultima, considerada
com um risco moderado.

Este espessamento da tunica intima é considerado como uma carateristica
estrutural precursora das mudangas das paredes arteriais que ao longo do tempo
levam a aterosclerose segundo Otsuka et al., 2014 e Subbotin, 2016, ndo obstante,
esta classificado como um tipo de lesdo nao progressiva pela American Heart
Association (Stary et al., 1992; Virmani et al., 2000).

Nao s6 em adultos sdo encontradas estas caracteristicas estruturais, também
este espessamento difuso tem sido evidenciado em estudos feitos com séries de
casos de necropsias de neonatos e criangas (Mikko et al., 2001; Raitakari et al.,
2003; Berenson et al., 1998), e que vinculou a presenca desta caracteristica
morfolégica a maior predisposicao de lesdes ateroscleréticas ao longo da vida
(Pesonen et al., 1996; Kaprio et al.,, 1993), chegando em alguns casos provocar
morte subita em adultos jovens (Tavora et al., 2011).

Uma composicao estrutural diferente das tunicas arteriais foi encontrada na
artéria renal direita e na artéria do tronco pulmonar. Nestas, ndo foi exibido o

espessamento da tunica intima. A tunica média apresentou-se com abundantes
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fibras colagenas e elasticas no caso da artéria do tronco pulmonar, e com células
musculares lisas em disposicao e orientagcido proprias dos vasos arteriais nos casos
das artérias renais direitas. Estas caracteristicas corroboram os achados de
Nakashima et al, 2002 e Velican et al, 1979, quando comparavam as
caracteristicas morfologicas da artéria coronaria esquerda com a artéria renal e sua
evolugao estrutural ao longo da vida.

Nao foi evidenciado anormalidades nas tunicas média e adventicia de todas as
artérias, considerando que as caracteristicas das tunicas arteriais estdo atreladas a
possiveis condigdes de adaptacao fisiolégicas como expressas na pesquisa de
Subbotin, 2016.

A artéria renal, além de nao apresentar espessamento difuso e nem
excéntrico, apresentou uma lamina limitante interna continua diferente as presentes
nas artérias coronaria esquerda e aorta abdominal. Algumas das amostras
apresentaram laminas limitantes internas continuas sempre acompanhadas de
menor espessamento da tunica intima. Foi constate o padrao da presenca de maior
espessamento da tunica intima e células de musculo liso no local subendotelial, com
maior fragmentacdo da lamina limitante interna corroborado pela pesquisa de
Cocciolone et al., 2018. Estes dados podem estar relacionados a certas teorias que
falam a favor da quantidade de lamelas elasticas na tunica intima e o
comprometimento da oxigenagao do local.

A tdnica intima é avascular, esta tem suprimento nutricional por absorcao
direta do lumen arterial, no momento em que as camadas celulares mais profundas
nao efetuam uma troca eficiente com a superficie endotelial, sdo desencadeados
mecanismos na presenca da hipoxia que geram angiogénese. Estes novos vasos
arteriais sdo procedentes da tunica média, originarios da tunica adventicia (vaso
vasorum), permeando através das laminas elasticas para assim, poder suprir a
demanda no local com hipoxemia da tunica intima (Subbotin, 2016).

E conhecido o papel das células endoteliais na producdo do precursor para a
geracao de elastina (Cantor Jo et al.,, 1980), o que leva a conformacéo da lamina
limitante e das fibras elasticas. A sua estrutura multipla fala a favor da teoria da
disfuncdo endotelial e da perda destas células (Matsuzawa et al.,, 2014), da
migragcdo de células musculares lisas para manter a homeostase da regido e do
inicio dos mecanismos de cicatrizacdo com a conformacdo de uma nova fileira de

células endoteliais funcionais, em contato com uma nova lamina limitante fornecida
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pelo processo. Se as condicdes de estresse sdo mantidas, este mecanismo é
perpetuado, o que gera espessamento da tunica intima com a presenga de
neointimas (Gimbrone MA & Garcia-Cardena, 2013).

A presengca de neointimas foi comum nas artérias que apresentaram
espessamento da tunica intima, sendo a artéria coronaria a que mostrou maior
numero, achados que sado corroborados em outras pesquisas (Nakashima et al.,
2002; Otsuka et al., 2014; Mikko et al., 2001).

5.2- Caracteristicas da matriz extracelular das tunicas arteriais

Esta pesquisa teve como objetivo principal a avaliagéo de certas proteinas que
estdo conhecidamente vinculadas ao desenvolvimento da doenca aterosclerética
(Hultgardh-Nilsson et al., 2015).

Um deste componentes € o colageno. No nosso ensaio para a quantificagéo
bioquimica ndo teve diferenga entre as cinco artérias testadas, mesmo estas
apresentando caracteristicas morfolégicas variaveis. Estes dados estao
corroborados na pesquisa de Cardoso L.E & Mourao, 1994.

Com relacdo a alfa actina de musculo liso, foi realizada a marcagcido para
constatar a presenca de células musculares lisas (SMC).

Nas artérias aorta abdominal e coronaria esquerda, com presenca de
espessamento difuso ou excéntrico da tunica intima, a presenga de SMC com
orientagcdo e polaridade diferente ao encontrado na tunica meédia foi comum,
evidenciando a importancia destas células no mecanismo de conformagdo do
espessamento da tunica intima, denominado como muscularizacdo da intima
(Wagenseil & Mechan, 2005). Estas células possuem caracteristicas de gerar matriz
extracelular rica em proteoglicanos e colageno, ja que, elas s&o derivadas de
fibroblastos. Isto tem argumentado a favor dos achados de diversas pesquisas sobre
a sua participagdo direta na génese da retengdo de diversas moléculas que
predispdem ao desenvolvimento de aterosclerose (Allahverdian et al., 2014).

A fibronectina, uma importante proteina de adesdo da membrana celular as
fibras colagenas, promove o0s meios para uma cito-arquitetura viavel para as

condicoes hemodindmicas de cada artéria. Esta foi evidenciada na tunica intima com
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espessamento difuso, em contato com a camada de células endoteliais, sendo a
aorta abdominal a que teve maior expressao, dado corroborado pela pesquisa de
Fortes et al., 2012. Estes achados vinculam o remodelamento constante da tunica
intima com a proliferagdo de novas fibras colagenas para adaptacéo a dindmica do
fluxo arterial.

Com relagao aos proteoglicanos, o que mais chamou nossa atengao foi o
decorin, pela sua seletividade no momento da expresséo, presente s6 na tunica
adventicia das artérias estudas, sem apresentar diferenca estatistica entre elas e
independente das diferengas morfolégicas. Este dado € compativel com outros
achados feitos na tunica adventicia de artérias coronarias (Gutierrez et al., 1997;
Merrilees et al., 2001) mas difere dos achados na tunica intima e média. O Decorin
esta associado a processos proinflamatorios, na retencéo de LDL em estagios mais
avangados da patologia vascular (Nefeuld et al.,, 2014) e na possivel fungdo de
atenuacgao da progressao da aterosclerose (Singla et al., 2011).

As tunicas intima e média de todas as artérias mostraram a maior expressao
do proteoglicano biglican, sendo mais intenso na tunica intima espessada da artéria
coronaria esquerda ao redor das células musculares lisa, este achado ja foi descrito
na pesquisa de Merrilees et al., 2001. Este proteoglicano esta vinculado ao
desenvolvimento de aterosclerose por promover retencdo de LDL (Neufeld et al.,
2014) e aparecer nas placas de ateromas instaveis e com eroséo, diminuindo a sua
expressdo nas placas estaveis (Kolodgie et al., 2002).

O Lumican teve maior expressao nas tunicas média e adventicia de todas as
artérias, e menor expressao na tunica intima, estes dados diferem aos dados de
Talusan et al., 2005, da presenca de maior expressao na tunica intima das artérias
com maior predisposicdo ao desenvolvimento de aterosclerose. Este proteoglicano
esta ligado a migracao das SMC vasculares, diminuicado da proliferagcao celular e
promocgao da expressao de fatores proinflamatorios (lozzo & Schaefer, 2010).

O proteoglicano versican, na sua isoforma v1, teve maior expressao na tunica
média, seguida da tunica intima, em forma de lagos ao redor das SMC vasculares
(Gutierrez et al., 1997). Este proteoglicano € produzido pelas células musculares
lisas reguladas pelo PDGF, e possui uma expressao intensa nas placas de ateroma
estaveis (Kolodgie et al., 2002). Uma das suas fungdes principais quando expresso &

manter a integridade da lesdo aterosclerética. Nossos achados s&o corroborados



68

pelo estudo de Merrilees & colaboradores, 2001, que apresentaram expressao de
versican na regiao subendotelial.

Todos os proteoglicanos testados ndo apresentaram diferengas estatisticas na
sua expressao e concentragdo nas diferentes artérias, neste caso foram
pesquisadas sO as proteinas presentes nos nucleo de cada um deles e ndo suas
cadeias de glicosaminoglicanos (GAGs), sendo que a variabilidade da interagcéo e
diferenciacdo entre um ou outro pode ser dada pela elongacdo destas cadeias
(Cardoso & Mouréao, 1994).
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CONCLUSAO

As artérias com diversas susceptibilidades para desenvolver lesdes
ateroscleroéticas possuem caracteristicas morfologicas diferentes na constituicdo da
tunica intima. Sendo que as artérias com maior predisposicdo tendem a ter
espessamento da tunica intima.

Os diferentes componentes da matriz extracelular e tecido conjuntivo ndo
apresentaram diferencas significativas entre as diversas artérias, sendo alguns
estatisticamente significativos entre as tunicas das proprias artérias. Isso sugere que
a susceptibilidade em artérias normais € mais determinada pela estrutura da cadeia
de glicosaminoglicano do que pela expressdo proteica presente nos nucleos dos

proteoglicanos.
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