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RESUMO

A aterosclerose pode resultar em graves lesdes e que tendem a se agravar com 0
tempo e dentre estas lesdes, estdo as doencas cerebrovasculares que sao
responsaveis por alta incidéncia de morbidade e mortalidade na popula¢cdo mundial.
A aterosclerose se caracteriza pelo acumulo progressivo de colesterol na camada
intima da parede das artérias de grande e médio calibre, conduzindo a formacéo de
placas que podem obstruir a luz das artérias. A aterosclerose geralmente nao se
constitui como causa de morte, entretanto, atua como fator responsével por doencas
cardiovasculares. Diversos fatores estdo relacionados com a patogénese da
aterosclerose. O objetivo do trabalho foi quantificar, através do método morfométrico,
a porcentagem de fibras elasticas e colagenas das artérias carotidas internas, de
acordo com a idade, a intensidade de aterosclerose e a causa de morte. As amostras
de artérias carotidas foram obtidas de autdpsias realizadas no Hospital de Clinicas
da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, Uberaba — Minas Gerais, no periodo
de 1997 a 2009. Os dados dos pacientes selecionados como a idade e a causa de
morte foram obtidos nos laudos de autopsias. A andlise semi-quantitativa de
aterosclerose foi realizada com lamina corada com Hematoxilina e eosina,
examinada em microscopio de luz comum, com objetiva de 20x. A quantificacao das
fibras elasticas foi realizada por meio da coloracdo Verhoeff, examinada com
aumento final de 620x. A quantificacdo das fibras coldgenas foi realizada na lamina
corada por Picrosirius, examinada sob luz polarizada, com aumento final de 620x. A
andlise foi realizada pelo software de morfometria LeicaQWin Plus®. A andlise
estatistica foi realizada por meio do software GraphpadPrism 6.05. O grupo de
pacientes maiores que 50 anos apresentaram intensidade aumentada de
aterosclerose, quanto analisada semi-quantitativamente, mas sem diferenca
significativa. Na relacdo entre grupo de pacientes maiores que 50 anos e o aumento
da idade, houve correlacdo negativa e significativa de fibras elasticas nas artérias
cardtidas internas sendo que quanto maior a idade menor a quantidade de fibras
elasticas nos campos analisados. Na relacdo entre grupo de pacientes maiores que
50 anos e aumento da idade, houve correlacdo positiva e ndo significativa entre a
porcentagem de fibras colagenas nas artérias carétidas internas, ou seja, quanto
maior a idade, maior a quantidade de fibras coldgenas nos campos analisados. Os
pacientes com causa de morte cardiovascular tiveram maior quantidade de fibras
colagenas nas artérias carétidas internas, mas sem diferenca significativa. As fibras
elasticas e fibras colagenas sofreram influéncia ao aumento da idade. A idade pode
ser fator determinante no desenvolvimento das alteracées morfologicas observadas
nas artérias carétidas internas estudadas no processo de envelhecimento. Assim
como a causa de morte cardiovascular.

Palavras-chave: Artéria carétida, Fibras elasticas, Fibras colagenas, Autopsia



ABSTRACT

Atherosclerosis can result in serious injury and tend to worsen over time and among
these injuries are cerebrovascular diseases that are responsible for high rates of
morbidity and mortality in the world population. Atherosclerosis is characterized by
the progressive accumulation of cholesterol in the intimal layer of the wall of the large
and medium-sized arteries, leading to the formation of plaques that can obstruct the
lumen of the arteries. Atherosclerosis generally does not constitute a cause of death,
however, it acts as a factor responsible for cardiovascular disease. Several factors
are related to the pathogenesis of atherosclerosis. The objective was to quantify,
through morphometric method, the percentage of elastic and collagen fibers of the
internal carotid arteries, according to age, the intensity of atherosclerosis and the
cause of death. The samples of the carotid arteries were obtained from autopsies
performed at the Hospital of the Federal University of Triangulo Mineiro, Uberaba -
Minas Gerais, from 1997 to 2009. The data of the selected patients such as age and
cause of death were obtained from reports autopsies. Semi-quantitative analysis was
performed with atherosclerosis slide stained with hematoxylin and eosin, examined in
ordinary light microscope with a 20x objective. The quantification of elastic fibers was
performed by Verhoeff staining, examined with a final magnification of 620x.
Quantification of collagen fibers was held at the stained slide by Picrosirius,
examined under polarized light, with final increase of 620x. The analysis was
performed by the morphometry LeicaQWin Plus® software. Statistical analysis was
performed using the software GraphpadPrism 6:05. The group of patients older than
50 years had increased intensity of atherosclerosis, as analyzed semi-quantitatively,
but without significant difference. In the relationship between the group of patients
older than 50 years and increasing age, there was a negative and significant
correlation of elastic fibers in the internal carotid arteries and the higher the younger
the amount of elastic fibers in the analyzed fields. In the relationship between the
group of patients older than 50 years and increasing age, there was a positive and no
significant correlation between the percentage of collagen fibers in the internal carotid
arteries, ie, the higher the age, the greater the amount of collagen fibers in the
analyzed fields. Patients with cardiovascular cause of death had a greater amount of
collagen fibers in the internal carotid arteries, but without significant difference. The
elastic fibers and collagen fibers were influenced by increasing age. The age may be
a determining factor in the development of the morphological changes observed in
the internal carotid arteries studied the aging process. As the cause of cardiovascular
death.

Keywords: Carotid artery, elastic fibers, collagen fibers, Autopsy
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Introducéo

Informacbes da Organizacdo Mundial de Saude em 2014 (OMS)
evidenciaram que nas préximas décadas a populagdo mundial com mais de 60
anos vai ultrapassar os atuais 841 milhfes. Serdo 2 bilh6es até 2050, tornando
as doencas cronicas e o bem-estar da terceira idade novos desafios de saude
publica mundial. Estima-se que em 2020, pela primeira vez na histéria, o
namero de pessoas com mais de 60 anos ser4 maior que o de criancas até
cinco anos. Espera-se que 80% dos idosos estardo em paises de baixa e

média renda (NACOES UNIDAS DO BRASIL, 2014).

O aumento da longevidade se deve, especialmente nos paises de alta
renda, em sua maior parte, ao declinio nas mortes por doencas
cardiovasculares — como acidente vascular cerebral e doenca cardiaca
iIsquémica - passando por intervenc¢des simples e de baixo custo para reduzir o
uso do tabaco e a pressao arterial elevada. Embora as pessoas estejam
vivendo mais também nos paises de baixa e média renda, elas nao
necessariamente estdo mais saudaveis. E necessario que os sistemas de
saude encontrem estratégias eficazes para que possam enfrentar os problemas
enfrentados por uma populacdo mundial mais envelhecida, a crescente carga
de doencas cronicas vai afetar muito a qualidade de vida dos idosos (NACOES

UNIDAS DO BRASIL, 2014).

1- O Sistema nervoso central

O sistema nervoso é formado no inicio da terceira semana do

desenvolvimento embrionario como uma placa de ectoderma espessada; a
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placa neural. A partir da placa neural, surgem as pregas neurais que se fundem
e desenvolve-se o tubo neural. A partir da fusdo, as extremidades abertas do
tubo neural formam os neuroporos cefalico e caudal. O neuroporo cefalico
segue em direcdo cefalica se fechando até o vigésimo quinto dia de gestacao
(SADLER, 2013).

Durante a quarta semana de gestacdo, formam-se trés vesiculas
encefélicas primérias: o encéfalo anterior ou proencéfalo, o encéfalo médio ou
mesencéfalo e o encéfalo posterior ou rombencéfalo. Os hemisférios cerebrais
originam-se de evaginacfes das paredes laterais do proencéfalo na quinta
semana de desenvolvimento embriondrio. A superficie dos hemisférios
cerebrais € lisa e com o0 seu crescimento, desenvolvem-se sulcos e giros que
permitem um aumento da superficie do cértex cerebral, sem exigir um aumento
no tamanho do cranio (MAIA, 2005).

O prosencéfalo consiste no telencéfalo, que da origem aos hemisférios
cerebrais, e no diencéfalo que forma o calice 6ptico, hipofise, hipotdlamo dentre
outras estruturas. O crescimento continuo dos hemisférios cerebrais nas
direcbes anterior, dorsal e inferior resulta na formacdo dos lobos frontal,
temporal e occipital, respectivamente. Durante a fase final da gestacédo, a
superficie dos hemisférios cresce tdo rapido que ocorrem transformacdes na

superficie separadas por fissuras e sulcos formando os giros (SADLER, 2013).

2- Artérias Carotidas Internas Direita e Esquerda

Os vasos sanguineos se formam de duas maneiras diferentes: por
vasculogénese, onde os vasos se originam de ilhotas sanguineas, e por

angiogénese, que é o brotamento a partir de vasos sanguineos. As primeiras
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ilhotas sanguineas aparecem no mesoderma por volta da terceira semana de
gestacdo. Depois que o processo estabelece um leito vascular primério, a
vasculatura adicional € adicionada por meio da angiogénese (SADLER, 2013).

Na fase embrionéria, a artéria carétida interna pode ser vista irrigando o
prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo. Surge entre a sexta e oitava
semana de gestacdo. Anastomoses arteriais suprem a maior parte do
segmento proximal da parte posterior do cérebro por meio das artérias neurais
longitudinais bilaterais (RAYBAUD, 2010).

Durante a quarta semana de desenvolvimento fetal, os arcos faringeos se
desenvolvem, e sdo suprimidos por artérias que sao o0s arcos aérticos. As
carétidas comuns sao derivadas da porcdo proximal do terceiro par de arcos
aorticos. As porc¢les distais do terceiro par se juntam com as aortas dorsais
para formar as carotidas internas. O primeiro arco adrtico contribui para
formacao das carétidas externas (MOORE, 2004).

O arco da aorta d& origem a trés ramos principais: da direita para a
esquerda, esses ramos sdo o tronco braquiocefalico, a artéria carétida comum
esquerda e a artéria subclavia esquerda. O tronco braquiocefalico origina a
artéria carétida comum direita e a artéria subclavia direita. As carétidas comuns
direita e esquerda ascendem até o nivel da quarta vértebra cervical ou da
borda superior da lamina da cartilagem tirebéide, quando entdo se bifurcam em
carétida externa, medialmente, e car6tida interna, lateralmente (GARDNER,
1988).

A artéria carotida interna é ramo da bifurcagéo da carétida comum. Apos um
longo trajeto no pescocgo, entra na cavidade craniana pelo canal carotideo do

osso temporal. Em seguida perfura a dura-mater e a aracnoide. Integrante do
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Poligono de Willis, as artérias carétidas internas originam, de cada lado, uma
artéria cerebral média e uma anterior (GARDNER, 1988).

A caroétida interna, assim como outras artérias, € formada por trés camadas:
a tunica intima formada por epitélio sustentado por pequena quantidade de
tecido conjuntivo frouxo, a tinica média que consiste em por¢des variaveis de
musculo liso e tecido elastico e a tunica externa ou tunica adventicia, que se
compde tanto de fibras colagenas quanto de fibras eldsticas (GARDNER,
1988). A parede arterial tem uma estrutura de camadas altamente organizada
que consiste de varias células e componentes da matriz extracelular. A camada
média em particular € composta por densas células musculares lisas e fibras
elasticas organizadas de forma concéntrica. Esta camada desenvolve
importante papel ha manutencdo da pressdo sanguinea, mesmo em variacdes
do estresse hemodindmico. Em condi¢des fisiologicas, as células musculares
lisas sintetizam elastina e outras moléculas, que sdo incorporadas a fibras
elasticas e arranjadas em anéis concéntricos de camadas elasticas em volta da

camada media arterial ( WAGENSEIL et al., 2009).

3- O envelhecimento

A Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) define envelhecimento
como “um processo sequencial, individual, acumulativo, irreversivel, universal,
nao patologico, de deterioracdo de um organismo maduro, proprio a todos os
membros de uma espécie, de maneira que o tempo o torne menos capaz de
fazer frente ao estresse do meio-ambiente e, portanto, aumente sua

possibilidade de morte” (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; OPAS, 2003).
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Em quase todos os paises do mundo, o grupo populacional que mais cresce
€ 0 de pessoas com idade igual ou superior a 80 anos, tendo a previsdo de
duplicacdo nos proximos dois decénios, o que representa uma mudanca
populacional sem precedentes (OMS/OPAS; 1998).

O envelhecimento é um processo, que ocorre durante toda a vida, do
nascimento a morte, e € acompanhado pelo declinio das fungdes bioldgicas da
maior parte dos 6rgaos, como a reducao do fluxo renal, do débito cardiaco, da
tolerancia a glicose, da capacidade vital dos pulmdes, da massa corpérea e da
imunidade celular (VITORELLI et al., 2005).

O envelhecer pode variar de individuo para individuo sendo mais lento para
alguns e mais rapido para outros. Fazem parte desta variancia fatores como o
estilo de vida, condi¢cdes soOcio-econémicas, doencas crénicas (CAETANO,
2006).

A idade cronoldgica € aquela transcorrida desde o nascimento, em numero
de anos vividos, enquanto a idade biolégica € demonstrada pelo organismo,
quando comparada a valores normativos (FECHINE et al.,, 2012). Para
Shephard (2003), a meia-idade compreende a faixa etaria situada de 40 a 65
anos. E o periodo em que os principais sistemas biolégicos comecam a
apresentar declinios funcionais, sendo que estes declinios variam de 10 a 30%
em relacao aos valores maximos de quando uma pessoa era adulto- jovem.

No processo de envelhecimento ocorre a diminuigdo das fibras elésticas e
aumento das fibras colagenas. Estes fatores, que resultam no aumento da
rigidez do vaso também sdo encontrados na aterosclerose e com bastante
frequéncia, assim como calcificacbes nas paredes arteriais (GALLAHUE,

2005).
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4- Remodelamento das fibras elasticas e colagenas

O coldgeno é uma das proteinas mais abundantes no corpo humano.
Contem cadeias peptidicas dos aminoé&cidos glicina, prolina, lisina, hidroxilisina,
hidroxiprolina e alanina que sdo organizadas de forma paralela ao eixo,
formando as fibras colagenas que dao resisténcia e elasticidade a estrutura em
que estd presente. Estd relacionada com varios tecidos por ter grande
variabilidade estrutural. O coldgeno, por esta diversidade de tecidos ao qual
participa, também estd relacionado a multiplos processos como lesbes
teciduais, remodelamento estrutural, cicatrizagdo, dentre outros (SILVA e
PENNA, 2012; TUER et al., 2011).

A fibra elastica é formada pela proteina elastina, miofibrilas e fibrilinas. S&o
separadas umas das outras, ndo constituindo feixes, como no caso das fibras
coldgenas. Séo dotadas de elasticidade e estdo presentes em regibes que
requerem flexibilidade, como musculo e adjacéncias e vasos sanguineos. Tém
relagdo com estrutura de varios tecidos. Além disso, a literatura mostra que
com o envelhecimento, a estrutura do aminoacido da elastina sofre
modificacdes (TSAMIS et al., 2013).

A matriz extracelular é o principal componente encontrado na intima arterial,
principalmente nas areas de espessamento, podendo constituir mais de 60%
do volume dessa camada. O coldgeno é um dos principais componentes da
matriz, desenvolvendo um importante papel de ligacdo entre o endotélio e a
matriz subendotelial, que contribui para a integridade do endotélio. Colagenos

tipo | e lll s&o os mais encontrados (STARY et al., 1992).
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A complacéncia vascular tem capacidade de armazenamento do vaso e a
distensibilidade refletem a elasticidade arterial e sdo a chave para biomecanica

e homeostase vascular (LIU et al., 2013).

5- Aterosclerose

Etimologicamente, a palavra aterosclerose vem do grego athéros - papa,
mingau - e sclerés — endurecimento. O termo foi criado por Marchand, em
1904, para descrever a esclerose do vaso que era acompanhada de depdsitos
gordurosos (DUQUE, 1998).

A aterosclerose afeta os vasos sanguineos periféricos e centrais, que
tendem a se agravar com o tempo. Ela se caracteriza pelo acumulo progressivo
de colesterol na camada intima da parede das artérias de grande e médio
calibre, conduzindo a formacgdo de placas que podem obstruir a luz (KRAUSE
et al., 2007; RICE et al., 2007).

A aterosclerose é uma doenca da camada intima das artérias, ou seja, de
uma camada de tecido endotelial, que carece de capilares, vasos linfaticos, e
nervos. No entanto, nas fases finais de desenvolvimento da leséo, a camada
adventicia também contribui para o desenvolvimento a doencga, transformando
a intima em uma camada espessada com formagdes neovasculares originarios
da vasa vasorum (vasos sanguineos que irrigam a adventicia das artérias)
(KOVANEN et al., 2007).

Placas aterosclerdticas avancadas variam em sua arquitetura, variando de
uma lesdo solida fiborosa com um pequeno nucleo lipidico e uma capsula

espessa a uma lesdo com um grande nucleo lipidico e uma fina capsula. Uma
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placa com uma capsula espessa é essencialmente estavel, enquanto que uma
placa com uma fina cipsula é propensa a ruptura (LIBBY, 1995). No local da
ruptura, a lesdo trombogénica torna-se exposta. E formado um trombo local
rico em plaquetas. Tal placa trombo-coberta € chamada de placa complicada o
que pode causar complicacdes clinicas, tais como angina instavel e infarto do
miocardio (FUSTER et al., 2005).

A intima é a regido da parede arterial que se estende da superficie
endotelial & margem luminal da camada média. A |amina elastica interna,
geralmente considerada parte da camada média, define a borda entre a intima
e a média. A camada intima € composta por duas subcamadas, sendo a mais
interna, adjacente a luz arterial, denominada camada de proteoglicanos, e a
externa, camada musculo eléstica (STARY et al., 1992).

Propriedades elésticas deficientes sdo associadas a disfungdo arterial
(CHENG et al.,, 2002; LIU et al., 2013). O desenvolvimento de depdsitos
lipidicos provoca vérias mudancas no colageno da camada intima. Um
aumento generalizado no colageno, caracterizando a fibrose, pode ser
resultado da hiperplasia de musculo liso, e também da producéo de fatores de
crescimento que aumentam a expressao de genes responsaveis pela producao
de colageno em uma variedade de células (MORTON et al., 1982; IGNOTZ et
al., 1986). Esse remodelamento arterial pode provocar alteracées no diametro
e na espessura do vaso devido ao aumento da espessura média da camada
intima das artérias (STRONG, 1992).

A espessura da intima e a presenca de placas carotideas sdo entidades
biologicamente e geneticamente distintas, que representam diferentes

fendtipos de aterosclerose. As placas sdo manifestacbes focais de
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aterosclerose, enquanto o aumento da espessura média da intima é reflexo da
hipertrofia da camada média, principalmente por causa hipertensiva. No
processo de inflamacéo, que d& inicio a formacdo da placa ateromatosa, as
células musculares lisas da intima sintetizam colageno, fibras elésticas e
proteoglicanos para a matriz extracelular (INSULL, 2009). Muta¢bes genéticas
que provocam perda de fibras elasticas produzem um efeito protetor em
relacdo a aterosclerose, apesar de ser fator predisponente para aneurismas e
disseccBes. As calcificagbes que ocorrem nas placas aterosclerdticas
carotideas podem afetar também as fibras elésticas, devido a calcificacdo da
elastina, que resulta em completa degradacdo das fibras elasticas

(BOBRYSHEYV, 2005).

6- Fisiopatologia da aterosclerose

Diversos fatores estdo relacionados com a patogénese da aterosclerose,
incluindo a predisposi¢cao genética, alteracfes locais da circulagdo sanguinea,
processo inflamatdério, estilo de vida sedentério e dieta rica em gorduras.
Aproximadamente 10% da populacdo mundialtemevidéncia clinicade
aterosclerose. A aterosclerosenormalmente ndo causaa morte, maseé
responsavel por variasdoencas cardiovasculares. Embora as doencas
cardiovasculares tenham causado menos del0% das mortesno mundo no
comecodo séculoXX, elas foram responsaveis por aproximadamente 50%de
todas as mortesnos paises desenvolvidose 25%nos paises em
desenvolvimentono iniciodo século XXI (MANDUTEANU et al., 2012;
MAYRANPAA et al., 2009). Segundo informacdes do Ministério da Saulde

(2014), de 1.210.474 Obitos registrados no territorio nacional em 2013, 339.672
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foram de causa cardiovascular. E dentro deste numero, 100.050 casos foram
de doencas cerebrovasculares. A doenca cerebrovascular, tendo o acidente
vascular encefalico como fator primario, € uma das principais causas de morte
no Brasil.

H& varios fatores de risco para o desenvolvimento aterogénico: aumento
dos niveis de triglicerideos, aumento de colesterol total, aumento de colesterol
de lipoproteina de baixa densidade (LDL-colesterol), diminuicdo do colesterol
de lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol), hipertenséo, diabetes,
tabagismo e inatividade fisica. Dentre esses fatores, o perfil lipidico tem sido
amplamente estudado pela sua elevada associacdo com a aterogénese
(KRAUSE et al., 2007).

A hipotese que a oxidacdo da LDL é o evento inicial na aterogénese e foi
estudada em fetos humanos, que demonstraram sinais de oxidacdo da LDL e a
auséncia de macréfagos, na camada da intima, nas mesmas areas (NAPOLI et
al., 1997). Nessa fase precoce da vida, quando as particulas de LDL entram na
intima arterial, encontram células endoteliais e células musculares lisas, que
sdo responsaveis pela oxidacao das LDL. Mais tarde, os mondcitos entram em
cena, se convertendo em macréfagos que comecam a fagocitar as particulas
de LDL oxidadas (UPSTON, 2002). Quando as particulas de LDL ficam
aprisionadas na artéria, elas podem sofrer oxidacéo progressiva e ser captadas
por macrofagos, por intermédio de receptores removedores presentes na
superficie dessas células (ROSS,1999; HEVONOJA et al., 2000).

Além da sua capacidade de lesar estas células, a LDL modificada €
quimiotatica para outros monocitos e podem regular a expressdao de genes

para derivados das células endoteliais. Assim, a LDL pode ajudar a expandir a
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resposta inflamatdria por estimular a replicacdo de mondcitos para a leséo
(ROSS,1999; HANSSON, 2005).

A propria resposta inflamatéria pode produzir um efeito no movimento de
lipoproteinas na artéria. Especificamente, os macréfagos, por fagocitar as
goticulas lipidicas. Quando o citoplasma dos macréfagos se enche de goticulas
de éster de colesterol, estas células adquirem um aspecto espumoso, quando
examinadas por microscopia eletrbnica ou por microscopia de luz comum,
sendo entdo chamadas de células espumosas (ROSS,1999; UPSTON, 2002).
As células espumosas dao a superficie interna das artérias uma coloracao
amarelada. Essas areas amareladas sdo chamadas estrias gordurosas, que
nao chegam a obstruir e nem provocar formacao de trombos. Sao clinicamente
silenciosas. Elas sé&o as precursoras das lesdes da aterosclerose, ou ateromas,
também chamadas de placas aterosclerdticas (STARY et al., 1994).

Nos ateromas, os ésteres de colesterol estdo acumulados, ndo apenas em
células espumosas, mas também no espaco extracelular da intima, onde, com
outros derivados de lipidios LDL e uma fracdo oriunda de células espumosas
formam um nucleo lipidico extracelular macio (STARY et al., 1995). O nucleo
lipidico necrético é separado da circulacdo por uma estrutura chamada de
capsula de colageno. A cdpsula é composta por uma densa matriz extracelular
rica em placas de colageno tipo | (DUQUE, 1998).

A aterosclerose € reconhecida como uma doenca inflamatéria cronica. A
disfuncéo endotelial, um dos primeiros passos para o desenvolvimento da
doenca, pode originar-se tanto a partir de niveis elevados de LDL como a partir
do excesso de radicais livres no plasma devido ao tabagismo, a hipertenséo,

ao diabetes, as alteracbes genéticas ou a combinacdo destes fatores.
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Enquanto o fator de lesdo permanece, a resposta inflamatéria continua
indefinidamente (ROSS, 1999).

As artérias as aortas, as coronarias e as cerebrais sdo 0s principais alvos
da aterosclerose, tendo como principais consequéncias o infarto agudo do
miocardio, a isquemia cerebral e 0 aneurisma aértico (GOTTLIEB et al., 2005).

Tendo em vista 0 aspecto etiopatogénico, a aterosclerose esta envolvida em
mais de 2/3 dos casos de acidente vascular encefélico, seja por estenose ou
oclusdo “in situ” dos vasos, ou ainda, por meio de embolizagdo arterial das
placas de plaguetas-fibrinas dos vasos cerebrais (MARTINS et al., 2009).

A aterosclerose e a hipertensao arterial, que podem ter origem na infancia,
estdo ligadas a doenca cerebrovascular. Assim, as medidas de controle da
aterosclerose devem ser prevenidas no inicio da vida (MARTINS et al., 2009). A
doenca arterial periférica e a doenca cerebrovascular, juntamente com a arterial
coronariana, compdem o grupo das doencgas cardiovasculares, e estdo em
grande parte, associadas a aterosclerose. A doenca arterial periférica € definida
pela presenca de aterosclerose sistémica nas artérias distais ao arco da aorta.
Existe elevada associacdo entre doenca arterial periférica, doenca arterial
coronariana e doenca carotidea, o que predispbe esses pacientes a um
aumento do risco de desenvolvimento de infarto agudo do miocardio, acidente

vascular encefalico isquémico e morte vascular (ALVES et al., 2009).
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Hipotese

Em decorréncia da aterosclerose, ha aumento de fibras coldgenas e
diminuicdo das fibras elasticas nas artérias carotidas internas de encéfalos. A
idade avancada, causa de morte cardiovascular e a intensidade de

aterosclerose influenciam no remodelamento das fibras coldgenas e elasticas.
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Justificativa

A doencga cerebrovascular € uma das maiores causas de mortalidade e
morbidade no Brasil e no mundo, demandando um aumento nos investimentos
na saude publica. A aterosclerose é umas das alteragfes vasculares com mais
mortalidade e o remodelamento nas artérias carétidas internas apresenta
estreita relacdo com as sequelas deixadas pelas doengas cerebrovasculares
em adultos e idosos. Estudos relatam que o remodelamento das fibras
colagenas e elasticas aumentam com o envelhecimento assim como as
doencas cardiovasculares tendem a acometer em maior proporgéo adultos e
idosos. Alteracdes na espessura da média e intima da parede dos vasos assim
como aumento de colageno sdo algumas das alteracbes vistas na
aterosclerose. O presente trabalho vem incrementar os estudos da
morfogénese da aterosclerose das artérias carétidas internas em diferentes
faixas etarias, visto que a bibliografia é escassa em se tratando dos objetivos
propostos nesse trabalho. O mesmo vem fornecer subsidios morfologicos para
novos projetos de pesquisa, tratamento da aterosclerose assim como melhora

na qualidade de vida da populagao.
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Objetivo Geral
Analisar, através da morfometria, o remodelamento das fibras elasticas e
colagenas na camada intima e média das artérias carotidas interna direita e

esquerda no processo de envelhecimento de individuos autopsiados.

Objetivos Especificos

1- Comparar semi-quantitativamente a intensidade de aterosclerose com a
idade na artéria carétida interna direita e esquerda.

2- Comparar a porcentagem de fibras elasticas e colagenas entre os grupos
de pacientes maiores que 50 anos e menores que 50 anos.

3-Correlacionar as porcentagens das fibras elasticas e coladgenas com a
idade.

4- Comparar as porcentagens de fibras elasticas e colagenas com a causa

de morte.
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Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa do presente trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (CEP/UFTM),

parecer de aprovagao numero 2688.
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Material e Métodos

De 34 pacientes foram obtidos 34 pares de artérias carotidas internas de
autopsias realizadas no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro (HC/UFTM), Uberaba — MG, no periodo de 1997 a 2009
(Figura 1). Os 34 pares foram divididos em dois grupos de 17 pares de artérias
cada. Um grupo de pacientes foi menor que 50 anos, com idade entre 18 a 49
anos e o outro grupo de pacientes foi maior que 50 anos, com idade igual ou
superior a 50 anos. Os pacientes foram selecionados pelos laudos de
autopsias, independentemente da causa de morte ou doenca de base. A idade,
a intensidade de aterosclerose e a causa de morte foram obtidas dos laudos de
autopsias. A causa de morte foi definida como cardiovascular e nao
cardiovascular (REIS et al., 1995).

Os casos em que os laudos e as autopsias encontravam-se incompletos
e 0s pacientes com idade inferior a 18 anos foram excluidos deste estudo.

Foram coletados 34 fragmentos da artéria carotida interna direita e 34
fragmentos da artéria cardtida interna esquerda, fixados em formaldeido a 10%
e submetidos ao processamento histologico; desidratados em alcodis com
concentracdes crescentes (70 a 100%), diafanizados em xilol e emblocados em
parafina. Foram feitos cortes transversais seriados com 4um de espessura e
posteriormente submetidos a coloracdo de Hematoxilina e eosina (hematoxilina
solucéo alcodlica de hematoxilina adicionada a alimen de potassio e 6xido de
mercurio vermelho/eosina solucédo aquosa de stock de eosina y e floxinaa 1 %
adicionada a acido aceético glacial e alcool a 95%), para avaliacdo semi-

quantitativa da intensidade da aterosclerose no miscroscopio de luz comum.
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A coloracdo de Picrosirius (solugdo aquosa saturada de &cido picrico
adicionada de 0,1g% de vermelho da Siria F3b, Sirius red F3B-Bayer - com
contra-coloracédo pela Hematoxilina) foi feita para evidenciar fibras colagenas e
Verhoeff(solu¢des: Hematoxilina a 5%, lugol, cloreto de ferro a 10%, solucéo de
cloreto férrico a 2%, agua destilada 100ml) para evidenciar fibras elasticas.
(JUNQUEIRA et al., 1979).

Foi feita varredura do corte corado por Hematoxilina e eosina para semi-
quantificar a intensidade de aterosclerose nas camadas intima e média das
artérias carotidas interna direita e esquerda no microscopio de luz com objetiva
de 20x. A intensidade foi definida como discreta quando eram observadas
apenas células espumosas, moderada quando eram observadas células
espumosas em maior nimero que os cristais de colesterol e acentuada quando
a maior parte observada era de cristais de colesterol.

Foi feita a varredura do corte histolégico das fibras coldgenas e fibras
elasticas na camada intima e média das artérias carétidas interna direita e
esquerda, com objetiva de 20x e aumento final de 620x (Figuras 2 e 3). A
analise foi feita pelo software com sistema LeicaQWin Plus® (Leica
Microsystems, Inc., Wetzlar, Germany) instalado em um microcomputador
(Figura 4). As fibras elasticas que apresentaram a cor enegrecida na coloracao
Verhoeff foram marcadas pelo observador para obter-se o percentual desses
componentes por area de campo analisado (Figura 5). A area de fibras
colagenas que apresentou aspecto birrefringente na coloragdo Picrosirius foi
marcada pelo observador para obter-se o percentual desses componentes por

area do campo analisado (Figura 6).
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Para a andlise estatistica foi elaborada uma planilha eletrdnica utilizando
o Microsoft Excel®. As informacdes foram analisadas utilizando-se o software
GraphpadPrism 6.05. A verificacdo da distribuicdo da normalidade das variareis
foi feita pelo teste de Shapiro Wilk. As variaveis continuas apresentaram
distribuicdo normal e foram expressas em média + desvio padrdo, variaveis que
apresentaram distribuicdo normal e variancia homogénea foram analisadas
pelos testes "t" de Student para comparacdo de dois grupos. Foi empregado o
coeficiente de correlagdo de Pearson (r) para distribuicdo normal. Para anélise
dos grupos nao idoso e idoso em relacdo a intensidade da aterosclerose, as
variaveis semi-quantitativas da intensidade foram expressas em frequéncia e
posteriormente foi utilizado o teste de contingéncia Qui-quadrado para

determinar a associacao. Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos quando p<0,05.

Figura 1. Analise macroscépica da Artéria carétida interna, para retirada do
fragmento, para o processamento histoldgico. Seta vermelha evidencia regido
onde foi retirado fragmento da artéria carétida interna direita.
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Intensidade Intensidade Intensidade
discreta moderada acentuada

Artéria carétida interna direita Artéria carétida interna direita, Artéria cardtida interna direita,
menor que 50 anos. HE, 20x maior que 50 anos. HE 20x. maior que 50 anos. HE 20x.

Figura 2. Procedimento histoquimico para a realizacdo do trabalho, utilizando a
coloracdo de Hematoxilina e eosina na camada intima das artérias caroétidas
internas no aumento de 20x, aspecto morfoldgico evidenciado pelos espacgos vazios
das células espumosas, apresentadas pelas setas pretas, e o0s cristaloides

apresentados pelas setas vermelhas.

Figura 3. Procedimento histoquimico para a realizacdo do trabalho,
utilizando a coloragédo de Picrosirius com aumento final de 640x, observa-se
0 aspecto birrefringente, evidenciando as fibras colagenas presentes camada

intima da artéria cardétida interna esquerda.
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Figura 4- Procedimento histoquimico para a realizacdo do trabalho,
utilizando a coloracao de Verhoeff, com aumento final de 640x. evidenciando
as fibras elasticas pela coloracdo enegrecida, presentes camada intima da

artéria cardtida interna esquerda.
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Figura 5. Analise Morfol6gica. A- Microscopio acoplado & uma camera e ao
programa Leica para quantificacdo em porcentagem das laminas histoldgicas.
B-Marcacao das fibras colagenas na camada intima da artéria carétida interna
realizada pelo programa Leica Qwin Plus®, para quantificacdo em
porcentagem.
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uimico pra a relizagéo do trabalho,
utilizando a colorag&o de Verhoeff com aumento de 620x. A- observa-se a
camada intima da artéria carétida interna direita, a presenca das fibras
elasticas na cor enegrecida. B- observa-se a camada intima da artéria carotida
interna direita as fibras elasticas marcadas em azul para a quantificacdo em

porcentagem.

Figura 7- Procedimento histoquimico para a realizacdo do trabalho,

utilizando a coloracao de Picrosirius com aumento de 620x. A- observa-se a
camada intima da artéria carotida interna direita, a presenca das fibras
colagenas com aspecto birrefringente. B- observa-se a camada intima da
artéria carotida interna direita as fibras colagenas marcadas em azul para a

quantificacdo em porcentagem.
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Resultados

Dentre os casos avaliados, o grupo de 17 pacientes maior que 50 anos
tinha idade entre 53 e 76 anos (média de 63,29 anos), 13 (76,47%) do género
masculino, 15 (88,23%) brancos, 9 (52,95%) com causa de morte
cardiovascular. J4 no grupo de 17 menor que 50 anos com idade entre 29 e 48
anos (média de 37,05 anos), 13 (76,47%) eram do género masculino, 12
(70,59%) brancos e 15 (88,23%) com causa de morte ndo cardiovascular
(Tabela 1).

Ao relacionar a intensidade de aterosclerose na camada intima da artéria
cardtida interna direita com os grupos de pacientes maiores que 50 anos e nos
grupo de pacientes menores que 50 anos, observou-se que no grupo de
pacientes menores que 50 anos prevaleceu a intensidade de aterosclerose
discreta e no grupo de pacientes maiores que 50 anos prevaleceu a
intensidade de aterosclerose acentuada, mas sem diferenca significativa
(Figura 8 A). E ao relacionar a intensidade de aterosclerose na camada intima
da artéria carétida interna esquerda com 0s grupos de pacientes maiores que
50 anos e no grupo de pacientes menores que 50 anos, observou-se também
gue no grupo de pacientes menores que 50 anos prevaleceu a intensidade de
aterosclerose discreta e no grupo de pacientes maiores que 50 anos
prevaleceu a intensidade de aterosclerose acentuada, mas sem diferenca
significativa (Figura 8 B).

Houve diminuicdo na porcentagem das fibras elasticas na camada intima
das artérias carotidas internas esquerda no grupo pacientes menores que 50
anos em comparagdo com o grupo de pacientes maiores que 50 anos, porém

sem diferenca significativa (Figura 9).
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Houve diminuicdo na porcentagem de fibras coldgenas na camada
intima das artérias carotidas interna, direita e esquerda no grupo de pacientes
maiores que 50 anos em comparacao ao grupo de pacientes menores que 50
anos, com diferenca significativa (Figura 10).

Ao analisar a porcentagem de fibras elasticas em relagéo a idade houve
correlagdo negativa e significativa de fibras elasticas na camada intima das
artérias carotidas internas direita e esquerda no grupo de pacientes maiores
que 50 anos (Figura 11).

Analisando o grupo de pacientes maiores que 50 anos, houve correlacéo
positiva e ndo significativa entre a porcentagem de fibras colagenas na camada
intima das artérias carétidas interna esquerda e a idade (Figura 12).

Ao relacionar a causa de morte com fibras elasticas, os individuos com
causa de morte n&o-cardiovascular tiveram maior quantidade de fibras
elasticas na camada intima das artérias carétidas internas direitas em relagéo a
causa de morte cardiovascular, mas sem diferenga significativa (Figura 13).

Ao relacionar a causa de morte com fibras colagenas, os individuos com
causa de morte cardiovascular tiveram maior quantidade de fibras colagenas
na camada intima das artérias carotidas interna, mas sem diferenca

significativa (Figura 14).
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Tabela 1- Caracteristicas gerais da amostra dos 34 pacientes autopsiados HC-
UFTM no periodo de 1997 a 2009.

Variaveis Menor que 50 Maior que 50

Idade média (min-max) 37,05 (29-48) 63,29 (53-76)
Causa de morte % (n)

-Cardiovascular 11,76 (2) 52,95 (9)
-Néo cardiovascular 88,23(15) 47,05 (8)
Aterosclerose % (n)

-SIM 17,64 (3) 52,95 (9)

NAO 82,36 (14) 47,05 (8)

numero de individuos

n= ndmero total; min= minimo; max= maximo

10 154
(2}
=]
=}
3
= 10-
T
£
Q
T
o 5
[F]
£
=3
=
0
Discreto Moderado  Acentuado Discreto Moderado  Acentuado
v?=1.286, p=0.525; ¥?=1.240, p=0.537;
cardtida interna direita carétida interna esquerda

Figura 8. Comparacao da intensidade da aterosclerose na camada intima
da artéria carétida interna direita e esquerda entre 0os grupos de pacientes
maiores que 50 anos e no grupo de pacientes menores que 50 anos
autopsiados no HC- UFTM de 1997-2009.
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Figura 9. Comparacdo da porcentagem de fibras elasticas da camada
intima da artéria carétida interna esquerda no grupo de pacientes maiores
que 50 anos e no grupo de pacientes menores que 50 anos autopsiados no
HC- UFTM de 1997-2009.
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Figura 10. Comparacédo da porcentagem de fibras coladgenas da camada
intima da artéria carétida interna direita e esquerda do grupo de pacientes
maiores que 50 anos e no grupo de pacientes menores que 50 anos
autopsiados no HC- UFTM de 1997-2009.
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41



Discussao

A intensidade de aterosclerose foi diretamente proporcional ao aumento
da idade. No grupo menor que 50 anos predominou a intensidade discreta de
aterosclerose, Ja 0 grupo maior que 50 anos apresentou intensidade
acentuada de aterosclerose, em ambas artérias cardtidas internas, o que
corrobora com a bibliografia. Diversos fatores estdo relacionados com a
patogénese da aterosclerose, incluindo a predisposi¢cdo genética, alteracdes
locais da circulacdo sanguinea, processos inflamatoérios, estilo de vida
sedentario e dieta rica em gorduras e a idade. Os processos inflamatérios
podem também colaborar com a formacdo das células espumosas. Estudos
evidenciaram que a inflamacao induziu o acumulo intracelular de lipidios e a
formacdo de células espumosas, perturbando o mecanismo de feedback que
regula o receptor de lipoproteina de baixa densidade, exacerbando a
progressdo da aterosclerose (OLIVEIRA et al.,, 2013). Mas € sabido que a
perda da elasticidade dos vasos, complacéncia e consequente enrijecimento
acompanha o processo de envelhecimento natural. Aproximadamente 10% da
populacdo mundial tem evidéncia clinica da aterosclerose (MANDUTEANU et
al., 2012; MAYRANPAA et al., 2009). Por meio de um estudo realizado em
pacientes com idade entre 35 a 91 anos, observou-se uma prevaléncia de 52%
de aterosclerose carotidea, além de uma associacao entre a aterosclerose com
idade = 64 anos, acidente vascular cerebral, coronariopatia isquémica,
obesidade e tabagismo. As alteracbes hemodindmicas condicionam uma

restricdo de fluxo e de pressédo, implicando uma diminuicdo da perfusao nas
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areas do cérebro mais afastadas do local da estenose e com menor circulagcdo
colateral (ULHOA et al., 2014).

Doencgas vasculares sdo causas primarias da maioria das cardiopatias. E
as doencas cardiovasculares representam a maior causa de morte entre os
idosos (SANTOS et al., 2014; GEE, 1993). O estresse oxidativo induzido pela
disfuncéo endotelial € 0 mecanismo chave relacionando o envelhecimento, com
0 aumento no risco clinico de doencga cardiovascular e morte. Os radicais livres
tém um papel fisiolégico nas paredes das artérias: eles participam como
segundo mensageiro de funcdes endoteliais-dependentes, no crescimento e
sobrevivéncia da célula endotelial e no remodelamento da parede das artérias.
No entanto, quando nao controlado, esses processos contribuem para
alteracOes vasculares caracterizadas por disfuncdo mitocondrial e aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio, resultando em estresse oxidativo.
Um importante mediador do sistema cardiovascular € o 6xido nitrico. Durante o
envelhecimento o aumento do estresse oxidativo provoca uma perda
progressiva na producdo de o6xido nitrico, o que favorece um desequilibrio
vascular (PUCA et al., 2013).

A porcentagem das fibras elasticas apresentou maior no grupo de
pacientes maiores que 50 anos quando comparadas entre 0S grupos, mesmo
sem diferenca significativa. Durante a fase adulta as artérias tornam-se menos
elasticas e mais rigidas. O que, pode desencadear um processo inflamatorio e
o aparecimento de placas lipidicas, calcificacdes nas artérias, e 0 surgimento
tardio de aterosclerose como consequéncia do envelhecimento (TEIXEIRA et
al., 2008). Quando foi analisada a correlacéo de fibras elasticas com a idade

dentro do grupo de pacientes maiores que 50 anos, observou a diminuicéo
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significativa dessas fibras. As modificacdes nas paredes dos vasos ocorrem de
forma silenciosa e precedem eventos clinicos da doenca avancada (GODOI et
al., 2013). A disfuncéo arterial e a fisiopatologia de doencas artérias, como a
aterosclerose, séo refletidas pelas mudancas nas propriedades vasculares
elasticas. A literatura demonstra que a fibra elastica sofre mudanca gradual
com o avanco da idade (CHENG et al., 2002). As propriedades elésticas das
artérias carétidas, em pessoas saudaveis, sofreram decréscimo ao longo da
idade (CHENG et al., 2002).

As fibras coldgenas diminuiram significativamente no comparativo dos
grupos, sendo menor grupo de pacientes maiores que 50 anos. Este fato nédo
vai de encontro ao que se observa em artérias de grandes calibres, que sofrem
remodelamentos. Segundo a bibliografia, com o passar dos anos, ha um
aumento da quantidade de fibras colagenas. Considera-se que a rigidez é
limitada nas artérias, como em aortas e carétidas (MITCHELL et al., 2009). Mas
é sabido que a presenca de maior quantidade de fibras elésticas nestas
artérias musculares, como as coronarias, aumenta a protecdo desses vasos
(PENCAK, 2013). Assim sendo, a menor desestruturacdo do endotélio pode
justificar a menor porcentagem de fibras colagenas nas artérias caroétidas
internas no grupo de pacientes maiores que 50 anos.

Quando foi analisado cada grupo separadamente, observou-se o aumento
das fibras colagenas quando correlacionada com a idade, no grupo de
pacientes maiores que 50 anos. A lesédo endotelial pode ser desencadeada por
diversos fatores. Os riscos cardiovasculares como a hipertensédo, os produtos

finais oriundos da glicosilacdo avancada do diabetes, os irritantes quimicos do
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tabaco, as dislipidemias e o aumento da idade estdo relacionados com o
aumento da rigidez arterial (MITCHELL et al., 2009).

A glicacdo consiste em uma reagédo na qual pequenos carboidratos, como
a frutose e a glicose, ligam-se covalentemente a um grupo proteico ou a um
lipideo sem a atuacdo de uma enzima. Diferentemente da glicosilacéo, a qual a
adicdo de carboidratos a proteinas € controlada por acdo enzimética, a
glicacdo € um processo aleatério que prejudica o funcionamento das
biomoléculas  refletindo o  processo de  envelhecimento, pois
afeta acidos nucleicos e proteinas, como o0 colageno, o0s quais, quando
modificados, podem gerar erros funcionais ou estruturais no organismo
(HAUSCHILD, 2011). No sistema cardiovascular, acimulo de produtos finais da
glicacdo avancada contribui para a rigidez arterial, devido a sua ligacdo ao
colageno e elastina de uma forma desordenada. Além disso, a toxicidade
urémica leva a uma deficiéncia na sintese de Oxido nitrico endotelial, que
desempenha um papel crucial na prote¢do vascular, uma vez que o 6xido
nitrico inibe a proliferacdo e migracdo de células musculares lisas vasculares, a
expressdo de moléculas de adeséo, e agregacao plaquetaria (OLIVEIRA et al.,
2013).

Os pacientes apresentaram maior porcentagem de fibras colagenas e
menor porcentagem de fibras eldsticas quando as doencas cardiovasculares
foram a causa de morte. As doencas isquémicas do coracgao, a hipertenséo, a
insuficiéncia renal e as doencas periféricas vasculares influenciam diretamente
na elasticidade das artérias aorta e carotidas (CHENG et al.,, 2002). As

mudancas nas propriedades elasticas das artérias associada ao risco de
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doencas cardiovasculares é resultado de alteracfes na estrutura intrinseca e
estrutural (fibra coldgena e fibra eldstica) (CHENG et al., 2002).

A les@o aterosclerética € a causa primaria de morbidade e mortalidade
entre idosos com doengas cardiovasculares (FLETCHER et al.,, 1992;
KARVONEN, 1989). A doenca arterial periférica e a doencga cerebrovascular,
juntamente com a arterial coronariana, compdéem o0 grupo das doencas
cardiovasculares, e estdo em grande parte, associadas a aterosclerose (ALVEZ
et al, 2009). As doengas cardiovasculares desencadeiam alteragbes na
estrutura da matriz extracelular (fibra coldgena), podendo resultar na formacéao
de placas nas paredes das artérias (OTSUKA, 2015). Véarias mudancas na fibra
colagena da camada intima das artérias sdo observadas quando na presenca
de depositos lipidicos. A hiperplasia do musculo liso e aumento da liberacao de
fatores de crescimento podem resultar em aumento generalizado de colageno,
0 que pode levar ao surgimento de fibroses na camada intima (IGNOTZ et al.,
1986; MORTON, et al., 1982). Mesmo nao sendo de forma significativa, o
resultado corrobora com a literatura, relatando que as doencas
cardiovasculares tendem a provocar maior degradacdo das fibras elasticas, o
que leva ao enrijecimento arterial podendo resultar em comprometimento
vascular e lesdo no sistema nervoso central. Outro estudo relata que o
enrijecimento das artérias é um dos fatores determinantes na doenca arterial
(KHANDAENG et al., 2012). O que pode acarretar prejuizo das funcdes
neuroldgicas em longo prazo.

A idade e a causa de morte mostraram influéncia no processo de
remodelamento das fibras colagenas e elasticas dos pacientes. A relacdo do

envelhecimento com o avanco do quadro degenerativo arterial € diretamente
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proporcional, assim como com o acometimento aterosclerotico (HAZZARD,

1989).
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Conclusao

A idade pode ser fator determinante no desenvolvimento das alteracdes
morfolégicas observadas nas artérias carétidas internas no processo de
envelhecimento. A diminuicdo da elasticidade observada nas artérias carodtidas
internas foi diretamente proporcional ao aumento da idade. O processo de
envelhecimento pode favorecer o aparecimento de doencas vasculares visto
que as alteracdes observadas nas artérias caroétidas internas também estao

presentes nas alteracdes morfoldgicas, como na aterosclerose.
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