Luciano de Figueiredo Borges

Matriz extracelular na aorta ascendente humana:
quantificacdo morfométrica do colageno em aortas
normais e analise topografica da matrilisina,
estromelisina e plasmina em disseccoes e aneurismas

nao-inflamatorios

Tese apresentada a Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo para
obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias.

Area de concentragdo: Cardiologia

Orientador: Dr Paulo Sampaio Gutierrez

Sao Paulo
2006



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



'AS PESSOAS qUE Vencem neste mundo shio as que procurim as
clrcunstinelas de que precisam e, quando nio as encontram, as

erlave.”

George Bernard Shaw
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Summary

BORGES, LF. Extracellular matrix in the human ascending aorta:
morphometric quantification of collagen in normal aortas and topographic
analysis of matrilysin, stromelysin and plasmin in dissections and non-
inflammatory aneurysms. Sao Paulo, 2006. [Tese de Doutorado — Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo].

Aneurysms and dissections of the ascending aorta are usually characterized by
areas of smooth muscle cell disappearance and degradation of collagen and elastic
fibers, both predominating in mucoid areas (cystic media degeneration), related to
the accumulation of either isolated glycosaminoglycans or proteoglycans. In view of
these morphological alterations, we explored the topography of matrix protease
storage in these diseases. 5um-thick sections of formalin-fixed, paraffin embedded
human aortas were used to detect, by immunohistochemistry, the presence of MMP-
3 (stromelysin), MMP-7 (matrilysin) and plasminogen/plasmin in the medial layer; in
parallel, serial sections were stained with hematoxylin, eosin and Alcian blue (for
mucoid material). Aortas from 8 patients with thoracic aortic aneurysms and 10 with
acute dissection were analyzed. Cases particularly rich in mucoid content were
selected. Additionally, 9 normal aortic fragments obtained at coronary artery bypass
surgery were studied as controls. In all cases except controls, stromelysin and, most
remarkably, matrilysin, accumulated in the areas of areas of mucoid degeneration,
whereas plasmin/plasminogen was situated in the periphery of these regions.
Outside these mucoid areas, MMP-3 was distributed throughout the media, mostly
in the intercellular space. MMP-7 predominated in the external half of the media,
presenting both an intra- and extracellular localization. The same pattern of
distribution was seen in normal aortas, in the absence of mucoid areas. In contrast
plasmin/plasminogen co-localized with remaining smooth muscle cells in the close
vicinity of mucoid areas. Considering that matrilysin and stromelysin act on
proteoglycans, and on other extracellular matrix molecules, these enzymes could be
directly involved in aneurysms and dissections of the ascending aorta. Tissue cell-
adsorbed plasminogen/plasmin could play a critical role in the conflict between the
remaining smooth muscle cell compartment and the mucoid degeneration areas,
participating in both smooth muscle disappearance and MMP activation.

Key words. aorta — aneurysms —extracellular matrix — metalloproteinases — plasmin
— human - pathology



RESUMO

BORGES, LF. Matriz extracelular na aorta ascendente humana: quantificacao
morfométrica do colageno em aortas normais e analise topografica da
matrilisina, estromelisina e plasmina em disseccoes e aneurismas nao-
inflamatorios. S3o Paulo, 2006. [Tese de Doutorado — Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo].

Aneurismas e disseccOes da aorta ascendente sao caracterizados por degradagao das
fibras elasticas e de coldgeno e diminuicdo de células musculares lisas,
predominantemente em areas mucdides, as quais sao relacionadas ao acimulo de
glicosaminoglicanos ou proteoglicanos. Tendo em vistas tais alteragdes, estudamos a
topologia das metaloproteases nestas doencas. Cortes de 5um de aortas, fixadas em
fomol e embebidas em parafina, foram submetidos a reacdes imuno-histoquimicas
para MMP-3 (estromelisina), MMP-7 (matrilisina) e plasminogénio/plasmina na camada
média. Em paralelo, cortes de aortas foram submetidos a coloracdo pela hematoxilina
e eosina e azul de Alcian (para material mucdide). Aortas de 8 pacientes com
aneurisma de aorta toracica e 10 com disseccoes agudas foram analisadas.
Adicionalmente, 9 aortas normais foram estudadas como controle. Em todos os casos,
MMP-3 e, mais expressivamente, MMP-7 apresentaram marcacgao dentro dos acimulos
mucoides. Em contrapartida, a marcagao para plasmina/plasminogénio situou-se ao
redor deles. Fora dessas areas, a MMP-3 mostrou distribuicao intra e extracelular, a
MMP-7 apresentou marcacao intra e extracelular predominante na segunda metade da
tinica média, e plasmina/plasminogénio teve co-localizacdo com células musculares
lisas. Considerando que matrilisina e estromelisina atuam sobre os proteoglicanos e
sobre outros componentes da matriz extracelular, estas enzimas poderiam estar
envolvidas diretamente na génese dos aneurismas e disseccoes da aorta ascendente,
com possivel modulagdo por plasminogénio/plasmina.

Palavras-chaves: aorta — aneurismas — matriz extracelular — metaloproteases -

plasmina — humana — patologia



1. INTRODUGAO

1.1. A Aorta Normal

O Sistema Cardiovascular tem como funcdo principal transportar, através
da corrente sanglinea, substancias metabdlicas até as células, nutrindo-as. O sangue,
impulsionado pelo coracdo, chega até o nivel celular através de uma complexa rede
formada por: artérias, veias e capilares (VEINOT et al., 2001).

A parede dos vasos sangliineos, a excecao dos capilares, é formada
basicamente por 3 tunicas arranjadas em camadas concéntricas; a tunica intima,
formada pelo revestimento endotelial e por uma faixa subendotelial com algumas
células musculares lisas e abundante matriz extracelular (MEC); a tunica média,
demarcada pela presenca de fibras elasticas, é formada por células musculares lisas,
fibras de colageno e do sistema elastico e proteoglicanos e glicosaminoglicanos; e a
tunica adventicia, com colageno, fibroblastos e tecido adiposo, além de pequenos
vasos e nervos nas artérias de grande calibre. A aorta é classificada como artéria
elastica, por conter grande quantidade de fibras elasticas, em contraposicao a maioria
das artérias, chamadas musculares por terem células musculares lisas como seu mais
abundante componente. As células musculares lisas, juntamente com a MEC que as
circundam, sao responsaveis pela integridade maior destas estruturas vasculares,
permitindo que durante a sua distensdo, devido a alta pressdo com que o sangue sai
do coracao (sistole), ela possa retornar a sua posicao inicial de relaxamento (diastole),
sem sofrer danos em sua estrutura (ROBERT et al., 1995; RAINES, 2000; VEINOT et
al., 2001).

A tdnica média da aorta é formada por lamelas paralelas de laminas

elasticas, em meio as quais situam-se células musculares lisas, outros componentes



extracelulares do sistema elastico, colageno e proteoglicanos. Os proteoglicanos,
situados entre as laminas elasticas, quase nunca ultrapassam a area delimitada pelas
mesmas (DINGEMANS et al., 2000). WOLINSKY & GLACOV (1967) analisaram aortas
de diversos mamiferos e mostraram haver relacao entre o peso corpoéreo e a tensao
arterial das espécies, por um lado, e o nimero de lamelas por outro. Espécies com
maior peso tendem a ter maior tensdo arterial e maior nimero de lamelas. A tensdo
em cada unidade lamelar é relativamente constante e sua composicdo e espessura sao
aproximadamente uniformes. DINGEMANS e colaboradores (2000) observaram, em
estudo de microscopia eletrénica de transmissao, que aortas humanas exibem cerca
de 58 a 78 lamelas na tunica média, medindo aproximadamente 1,5um de espessura
cada e relataram uma aparente continuidade fibrilar entre essas lamelas atribuida por
eles ao sistema elastico. No que tange a organizacao do colageno, este se situa no
espaco delimitado pelas lamelas, formando feixes de fibrilas orientados
circunferencialmente e paralelamente ao maior eixo das células musculares lisas e
laminas elasticas.

Poucos trabalhos analisaram a ultra-estrutura tridimensional de aortas
normais (McCULLAGH et al., 1980; SHIMADA et al., 1993; USHIKI & MURAKUMO,

1991) estes estudos nao foram feitos em material humano.

1.1.1. A Célula Muscular Lisa e sua matriz extracelular

As células musculares lisas sdo tipicamente fusiformes. Dependendo da
localizacdo podem variar em tamanho, com comprimento de 20um na parede dos
vasos sangiineos e de até 400-500 pm no Utero. O nucleo é centralizado e de forma
alongada ou eliptica. Em cortes transversais apresentam perfil poligonal a

arredondado, mas em secgoes longitudinais aparecem como feixes lineares.
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Exceto nas jungGes comunicantes, as células musculares lisas sao
circundadas por uma lamina basal. O espaco existente entre células musculares
contiguas é preenchido por elementos da matriz extracelular.

A Unica capacidade funcional atribuida a célula muscular lisa durante muito
tempo era sua habilidade de se contrair. No final da década de 60, comecou-se a
responsabilizar esse tipo de célula também pela sintese de compostos extracelulares
(WISSLER, 1968).

Em torno as células musculares estao presentes fibras de reticulina (que
contém grandes quantidades de colageno tipo III), algumas fibras do sistema elastico,
proteoglicanos e glicoproteinas estruturais como a fibronectina e laminina. Tais
elementos da matriz sdo sintetizados pelas proprias células musculares.

O componente colageno da matriz extracelular de células musculares lisas
intestinais foi estudado histologicamente usando os métodos da impregnacao
argéntica, da picrossirius-polarizacao e microscopia eletronica. Os resultados mostram,
quase que exclusivamente, a presenca de fibras de colageno finas, fracamente
birrefringentes e esverdeadas (quando estudado pelo método da picrossirius-
polarizacdo) que correspondem as fibras argirofilicas na impregnacdo argéntica. A
microscopia eletrénica mostrou que essas fibras de colageno sdo formadas por
pequena quantidade de fibrilas finas. O conjunto desses achados permitiu concluir que
o colageno presente ao redor das células musculares lisas é predominantemente do
tipo III, correspondendo as classicas fibras de reticulina (MONTES et al., 1980).

No estudo de MONTES e colaboradores (1980) verificou-se que o
proteoglicano associado as fibras de reticulina contém como glicosaminoglicano o

heparam-sulfato, mostrando-se ainda que o colageno tipo III interage com
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quantidades razoaveis desta molécula, a qual em Ultima analise é responsavel pela

impregnacao das fibras pela prata.

1.1.2. Padrao fenotipico das células musculares lisas

Diferentemente dos outros tipos de tecido muscular, as células musculares
lisas podem sofrer hiperplasia, sendo capazes de proliferar para manter ou aumentar o
seu numero. Elas podem sofrer mitoses em situacdes de injuria ou em processos
controlados hormonalmente, como o da proliferacdo celular uterina durante o ciclo
menstrual normal e a gestagdo. Do mesmo modo, as células musculares lisas dos
vasos sangiineos também tém capacidade de divisao no individuo adulto, repondo
células danificadas ou senis; além disso, a proliferacdo de células musculares lisas foi
apontada como um dos primeiros passos do processo que culmina no depdsito de
grandes quantidades de matriz extracelular na aterosclerose (ROSS & KLEBANOFF,
1971).

Estudos da parede de vasos aterosclerdticos tém demonstrado a existéncia
de dois tipos de padroes fenotipicos de células musculares lisas. Um deles é o tipo
contratil, que é a célula muscular lisa tipica presente em vasos normais. A outra
populacao tem fendtipo secretor, com reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de
Golgi bem desenvolvidos; aparece em casos de aterosclerose espontdnea como
também em modelos experimentais de inducdo. Estas células sdo hiper-responsivas
para fatores de crescimento e de producao de matriz extracelular, enquanto que as
células de fendtipo contratil sdo hipo-responsivas a esses fatores e apresentam baixa
capacidade de sintese de macromoléculas da matriz (YOSHIDA et al., 1988). Além
disso, as células com fendtipo sintético sdo capazes de produzir elas mesmas alguns

de tais fatores, como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), de modo a
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estabelecer um circulo vicioso para a progressao da lesao (CHAMLEY-CAMPBELL et al.,

1981; THYBERG et al., 1983).

1.2. Doencas da aorta

As principais doencas que acometem a aorta sdo: a aterosclerose, 0s
aneurismas, as disseccOes e as aortites. Neste estudo abordaremos as disseccoes
agudas e os aneurismas ndo-inflamatdrios da porcdo ascendente da aorta. Cabe
ressaltar que as disseccbes, em sua quase totalidade, sao também desprovidas de

processo inflamatdrio significativo.

1.2.1. Aneurismas

Aneurismas sao dilatagGes circunscritas das artérias ou das cémaras
cardiacas. A grande maioria dos aneurismas é encontrada na aorta. Os aneurismas
aodrticos sdo caracterizados por progressiva dilatagdo da parede desse vaso,
envolvendo as trés tunicas, podendo evoluir para uma ruptura. Quanto a forma, os
aneurismas podem ser saculares (com boca estreita) ou fusiformes (dilatacao de toda
a circunferéncia de um segmento). Todos parecem ser conseqiiéncia de perda da
resisténcia da parede. O processo inicia-se por alteracdes estruturais da camada
média que resultam em reducdo da resisténcia do vaso, provocando alongamento e
tortuosidade da parede e dilatagdo da luz (VIRMANI R & BURKE, 2001).

No inicio, a dilatacdo é geralmente fusiforme. Pelas leis fisicas, 0 aumento
do didmetro do vaso aumenta a tensdo na parede (mesmo com pressao arterial
constante), o que contribui para mais dilatacao. Dilatagdo progressiva resulta em
danos maiores, em certos pontos da parede, o que por sua vez provoca uma dilatagao

local mais acentuada em forma de saco, formando o aneurisma sacular. Os
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aneurismas crescem lentamente, atingem volume consideravel e podem comprimir,
deslocar e destruir estruturas vizinhas; além disso, tendem a aumentar de tamanho
até se romperem, provocando hemorragias(VIRMANI R & BURKE, 2001).

Os aneurismas da aorta podem ainda ser classificados em inflamatorios
(ligados ou ndo a ateroclerose), situados mais comumente na aorta abdominal, e nao-
inflamatdrios, que aparecem com maior freqiiéncia na aorta ascendente.

Os aneurismas nao-inflamatdrios da aorta sdo comumente categorizados
com “degenerativos”. Parte dos pacientes sdo portadores de doengas genéticas
conhecidas, como sindrome de Marfan e Ehlers-Danlos. Nos Ultimos anos, cada vez
mais vém-se detectando defeitos genéticos nesses pacientes, inclusive variantes das

referidas doengas (PEREIRA & GUTIERREZ, 2004).

1.2.2. Dissecgoes

A disseccao da aorta consiste na delaminagao de sua parede no sentido
longitudinal. Cria-se, portanto, uma falsa luz, paralela a verdadeira, com extensdo
variavel. Pode tomar apenas alguns centimetros, ou prolongar-se por todo o vaso e
mesmo por seus principais ramos. A delaminacdo das camadas ocorre quase sempre
entre os tercos médio e externo da tunica média (LARSON & EDWARDS, 1984). A
falsa luz criada é delimitada por fora apenas pela adventicia e fina faixa da média, e
internamente pela intima e grande parte da média. Assim, no segmento lesado, a
porcao que separa a luz falsa da verdadeira costuma ser mais espessa que a que
serve de parede externa.

Ao exame externo, a disseccdo determina um aumento da circunferéncia
vascular, causado pela expansdo de uma parte da parede, ndo do todo. Assim, difere

dos aneurismas verdadeiros, em que a artéria se dilata por inteiro, ou seja, sao
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tomadas a intima, a média e a adventicia. Considerando tais caracteristicas, proprias
da disseccao, tem sido pouco usada a denominacao, ainda indexada e presente na
Classificacdo Internacional de Doencas, de aneurismas dissecantes, anteriormente
aplicada a elas.

A classificacao feita por DEBAKEY e colaboradores (1965) para as
disseccoes aodrticas é de utilizacdo quase universal e baseia-se no local de origem e na
extensao da delaminacdo. O tipo I € o que tem inicio na aorta ascendente e continua
até a descendente; o tipo II restringe-se a porcdao ascendente da artéria; e o III
comeca na aorta toracica descendente ou na abdominal, as quais toma total ou
parcialmente, mas pode também acometer retrogradamente a porcdo ascendente.
Entre as necropsias do Laboratério de Anatomia Patoldgica do Instituto do Coracdo
(GUTIERREZ & LOPES, 1994) o tipo I prevalece como sendo o mais comum. Embora a
disseccdo mais comumente se inicie na aorta ascendente (72,34%, soma dos casos de
tipos I e II com um que especificava apenas tipo A), no total a porcdo mais atingida é
a descendente (82,27%, soma dos casos de tipo I e III).

A respeito do trajeto descrito pelo sangue até atingir a falsa luz, no interior
da camada média, varios trabalhos como os de HIRST et al (1958) e GORE &
SEIWERT (1952), referem que em alguns casos ndo se encontra trajeto algum. Porém,
na imensa maioria dos casos identifica-se um orificio que faz essa ligacdo, o chamado
orificio de entrada ou de disseccdo (LARSON & EDWARDS, 1984; WILSON &
HUTCHINS, 1982). Seu tamanho pode ser pequeno, da ordem de um centimetro, mas
em geral mede de quatro a seis centimetros e pode chegar a tomar toda a
circunferéncia da aorta. Costuma ter bordas irregulares e ser aproximadamente linear,
situando-se em posicdo transversal ou obliqua ao eixo do vaso. Ele aparece com maior

freqiiéncia dois a trés centimetros acima do plano valvar adrtico, na parede posterior
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da artéria. Seguem-se como sitio do orificio de entrada mais comuns o arco aértico, a
aorta toracica descendente e a aorta abdominal, nesta ordem. Com pequenas
variacOes, esta, que foi a distribuicdo estipulada por HIRST et al. (1958), repete-se
nas diferentes casuisticas, como por exemplo, as de ANAGNOSTOPOULOS et al.
(1975) e ROBERTS (1982), e corresponde a experiéncia acumulada na rotina do
Instituto do Coracao (GUTIERREZ & LOPES 1994). Esses trabalhos mencionam
também relatam a presenca, muitas vezes, de mais de um orificio de entrada,
proximos ou mesmo distantes uns dos outros.

Quando ocorre a disseccdo, o sangue pode se dirigir a varios caminhos:
voltar para a luz principal, extravasar para fora da artéria, continuar pelos ramos
aorticos ou permanecer na luz falsa, com a disseccdo terminando em fundo cego;

neste caso, em geral ha coagulagao e forma-se um hematoma na camada média.

Sendo a capa externa da disseccao mais fina que a interna, a ruptura da
aorta € bastante comum na evolucdo natural da doenca. Faz-se através do orificio de
ruptura ou de saida. Muitas vezes nao é identificado, perdendo-se em meio ao
hematoma formado com o extravasamento. Quando, por outro lado, nao ocorre
ruptura e a delaminacdo termina, o orificio pelo qual o sangue vai da falsa a
verdadeira luz da aorta, finalizando a disseccdo, € chamado de orificio de reentrada.
Esse orificio € em geral Unico e pequeno, e é precedido por um pregueamento da

lamina superficial da parede arterial.

1.2.3. Doencas associadas a aneurismas e disseccoes
Aneurismas e disseccoes adrticas ocorrem geralmente em pacientes com
afeccbes prévias do sistema cardiovascular (FUSTER & HALPERIN, 1994). A

hipertensdo arterial sistémica, mutacbes genéticas que causam defeitos ligados a
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matriz extracelular (notadamente a sindrome de Marfan e Ehler-Danlos tipo 1V), valva
aortica bicuspide, envelhecimento, algumas doencas cardiovasculares congénitas, sao
processos citados como correlacionados a estas doencas (ANAGNOSTOPOULQOS et al
1975; FUSTER & HALPERIN, 1994; DESANCTIS et al, 1987; PEREIRA & GUTIERREZ,
2004).

No caso das disseccOes, a maioria apresenta hipertensao arterial sistémica.
A porcentagem de hipertensos entre os pacientes com disseccdao varia entre as
diferentes séries relatadas. Na de GORE & SEIWERT (1952) corresponde a 58%; na
de WILSON & HUTCHINS (1982) a 69%. DESANCTIS et al (1987) em sua revisao
relata variagdo entre 70 a 90%. Nota-se uma tendéncia a maior valorizagdo da
hipertensdo quando o trabalho refere resultados de necrépsias (HIRST et al., 1958;
GUTIERREZ & LOPES, 1994; DAILYet al., 1970). Isso se deve a que muitos pacientes,
guando vém a ser atendidos, encontram-se em choque hipovolémico; se ndo houver
historia pregressa, ou condicoes de que a informacdo chegue ao médico atendente,
nao ha como se estabelecer o diagndstico. J& com as necropsias pode-se somar aos
casos que dispdem de dados clinicos de medida pressérica os achados morfoldgicos,
em particular a hipertrofia concéntrica do ventriculo esquerdo e a nefrosclerose.
Assim, chega-se a uma incidéncia em redor de 90% [89,58% nas necrdpsias do InCor
(GUTIERREZ & LOPES, 1994), 92% para HIRST et al. (1958)] de pacientes com
hipertensao entre os que sofreram disseccao. Vale lembrar que, apesar disso, apenas
uma pequena porcentagem, inferior a um por cento do total de hipertensos, vém a
apresentar dissecgao. Embora a hipertensao seja doenga comum, a disseccao ndo o é.
Todavia, a gravidade desta ultima faz com que seja uma importante complicacdo da

outra entidade.
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Na sindrome de Marfan as lesdes cardiovasculares sdo muito importantes,
e a principal causa de Obito (ROBERTS & HONING, 1982; MCKUSICK, 1991). No
espectro de alteracdes, destacam-se a insuficiéncia mitral, os aneurismas e as
disseccoes da aorta. Ressaltando a importancia da hipertensdo na génese destas
Ultimas, ROBERTS & HONING (1982), estudando 18 casos de sindrome de Marfan,
encontraram a delaminacdo apenas em trés, dois dos quais hipertensos. Entre os
casos de necrdpsia do Incor (GUTIERREZ & LOPES, 1994), 4 (2,78%) tinham tal
anomalia, sendo que um era hipertenso.

Algumas doencas congénitas do sistema cardiovascular podem também se
acompanhar de aneurisma e/ou disseccao adrtica. Sdo elas a valva adrtica bicispide e
a coartagao da aorta que, por sua vez, guardam relagao entre si (BURCHELL, 1955).
ROBERTS (1982) considera mais uma vez o fator hipertensao, neste caso secundaria a
coartagdo, invocando o fato de que quando ha concomitéancia destas lesdes adrticas, a
separagao das camadas costuma situar-se na regido da proximal a coartacdo, ou seja,
aquela que esta submetida aos niveis pressoricos mais elevados.

Por vezes, na disseccdo, a delaminacao da aorta acontece como
complicagao iatrogénica de cateterismo cardiaco ou de cirurgias que envolvem essa
artéria. Também nessa situacao, grande parte dos pacientes sdo hipertensos.

Embora a hipertensdo arterial sistémica seja fator de risco tanto para
aterosclerose quanto para aneurismas e disseccoes, estas Ultimas e os aneurismas da
aorta ascendente em geral atingem aortas sem placas ou com aterosclerose leve ou
moderada, e menos comumente com aterosclerose grave (GUTIERREZ & LOPES,
1994). Quando esta existe, a disseccdo costuma acometer as dareas menos
comprometidas por ela. Nao é raro ver-se a disseccdo terminar exatamente em uma

placa aterosclerdtica. A explicacdo para isso pode ser a mesma aventada para
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fendmeno semelhante encontrado nos casos de sifilis. WILSON & HUTCHINS (1982)
acreditam que as disseccOes tém maior prevaléncia em pacientes portadores dessas
doencas, mas seus dados, além de mostrarem diferenca pequena (ainda que
estatisticamente significante) entre os grupos, estdo em contraste com a maioria dos
demais, como os do Instituto do Coragao (GUTIERREZ & LOPES, 1994) e os de HIRST
et al.(1958), ANAGNOSTOPOULOS et al. (1975) e BURCHELL (1955). A fibrose das
lesGes luéticas e aterosclerdticas poderia enrijecer a parede da aorta, dificultando sua

clivagem no interior da camada média.

1.2.4. Alteracoes histopatologicas nos aneurismas e disseccoes

A despeito de sua descricdo ser ja antiga, a patogenia dos aneurismas e
disseccoes adrticas nao esta ainda elucidada. No caso da disseccdo, desde o fim da
década de 1920 e inicio da seguinte, varios autores postulam que para que ela ocorra
€ necessdria a existéncia de condicdes que levem a uma fragilidade da tdnica média,
tornando a artéria propensa a rasgadura (WILSON & HUTCHINS, 1982). O mesmo
provavelmente se passa com o desenvolvimento dos aneurismas. Entretanto, ndao se
conhece qual seria o substrato dessa fragilidade em nenhumas das duas afeccdes. A
busca dessa resposta é dificultada pela inexisténcia de um bom modelo experimental e
na, disseccao, pelas abruptas mudangas determinadas pela doenca em si.

Um dos primeiros e mais importantes métodos de que se langou mao para
tentar explicar por que ocorrem estas doencas foi o exame microscopico. Nas
disseccOes, as principais descricoes observadas foram citadas, entre outros, por
BECKER (1975) e por GORE (1952). Ha trés achados principais: fragmentacdo das
fibras elasticas; diminuicao da populacdo de células musculares lisas; e acimulo de

material mucdide, muitas vezes formando “cistos”. A somatdria dos dois Ultimos
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achados, foi dado o nome de necrose mediocistica, ainda que, segundo HIRST &
GORE (1976), o proprio Erdheim admitisse que raramente se encontravam células
necrdticas nestas lesdes. Por outro lado, apoptose ja foi detectada em aortas com
aneurismas e disseccdes (NATAATMADJA et al., 2003). Além disso, a diminuigao das
células poderia assim ser em parte relativa, frente a expansdo da matriz. Também nao
ha cistos, pois 0 acimulo de material mucdide ndo tem revestimento.

AlteracOes iguais foram encontradas nos aneurismas nao-inflamatérios da
aorta ascendente. No entanto, ha casos de aneurismas e disseccdes nos quais elas
nao sdo encontradas. Por outro lado, elas também sdo achados secundarios em outras
situacOes, tais como certas fases da aortite luética (BECKER, 1975), cardiopatias
congénitas e envelhecimento natural (BURMAN, 1960), e mesmo achados incidentais
em necrépsias diversas (ROTTINO, 1939). SCHLATMANN & BECKER (1977), através
de métodos morfométricos, demostraram que as alterages descritas aparecem com o
envelhecimento normal e também em aortas de pacientes hipertensos mas que nunca
chegaram a sofrer a disseccao ou desenvolver aneurismas. De todo modo, nota-se
que o acumulo mucdide é visto mais freqlientemente em aortas com disseccdo e
aneurismas. Mais importante, porém, é que o aspecto mucoide pode na verdade ser
até certo ponto inespecifico, correspondendo a processos diversos. Deve-se, no
entanto, realcar que essa “inespecificidade” diz respeito apenas ao aspecto histoldgico,
havendo indicios de que os componentes depositados nas doencas enfocadas no
presente trabalho, ainda ndo bem identificados, sejam distintos dos que se acumulam
em outros processos. (GUTIERREZ et al 1991; GUTIERREZ et al 1998).

Vale lembrar que aneurismas e disseccoes da aorta ascendente, ao
contrario das outras doengas arteriais, incluindo aterosclerose e aneurismas

abdominais, ndo apresentam numero significativo de células inflamatdrias envolvidas
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(a ndo ser posteriormente, como parte da reparacao tecidual). Assim, essas doengas
representam uma situacao bastante particular, em que as alteragdes da matriz sao

possivelmente mediadas apenas pelas proprias células musculares lisas.

1.3. A matriz extracelular

Colagenos e elastina sdo os principais constituintes da parede dos vasos
sangiineos. As propriedades biomecanicas dos vasos, particularmente das grandes
artérias e veias, sdo largamente dependentes da quantidade desses dois constituintes
principais da matriz extracelular (MEC) (JACOB et al 2001). Esta é definida como uma
reunidao supramolecular dos componentes estruturais dos tecidos conjuntivos,
compreendendo colagenos, elastina, outras glicoproteinas e os proteoglicanos
(SCHUPPAN & RUHL, 1994), sendo que a organizacdao e distribuicdo desses
compostos, juntamente com os elementos celulares, sao responsaveis pelas
caracteristicas fisiologicas e estruturais de cada tecido (JUNQUEIRA & MONTES, 1983).

Os componentes fibrilares, a saber colageno e elastina, sao sintetizados
principalmente pelos fibroblastos (HAY, 1981; ALBERTS et al., 1994) como também
pelas células musculares lisas (MECHAM & HEUSER, 1991). Os feixes de colageno,
pelas suas caracteristicas estruturais, respondem pelas qualidades mecéanicas como
sustentacao tecidual (LINSENMAYER, 1991; MONTES, 1996) e interagem com outros
componentes da MEC (JUNQUEIRA et al., 1980a; JUNQUEIRA & MONTES, 1983;
HEINEGARD & OLDEBERG, 1989). A elastina e os proteoglicanos, através de
propriedades distintas, dao elasticidade aos tecidos (ROSENBLOOM et al., 1993;
MONTES, 1996). A MEC atua também em processos como proliferacdo, migracao,
adesao celular, diferenciacdo e morfogénese (BRENTANI, 1991; TOOLE, 1991;

WIGHT, et al., 1992).
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1.3.1. O sistema colageno

1.3.1.1.Estrutura e Biossintese do Colageno

Apesar de particularidades funcionais e estruturais, os diversos tipos de
colageno tém estrutura quimica e organizacional semelhantes.

As moléculas de colageno sao formadas pela associacdo em tripla-hélice de
3 cadeias polipeptidicas alfa formando homo ou heteropolimeros, a depender do tipo
de colageno. Cada cadeia contém repeticoes de um seqiénciia caracteristica de
aminoacidos, formanda por Gly-X-Y, onde X e Y podem ser qualquer aminoacido, mas
X é, freqlientemente, uma prolina e Y, uma hidroxiprolina sendo ambas glicosiladas. O
colageno é sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso de varios tipos celulares, de
onde se deslocam até o complexo de Golgi, sendo ai empacotadas em vesiculas que,
através da acdo de microfilamentos e microtibulos, sao translocadas até a superficie
das células e abrem-se no meio extracelular.

Estas cadeias polipeptidicas sofrem processamentos enzimaticos no interior
das células, tanto no reticulo como no complexo de Golgi. Apds a secregao, 0s
processamentos enzimaticos continuam permitindo que essas moléculas se associem
no espacgo extracelular, constituindo fibrilas e fibras, ou formarem estruturas de
textura fina que se dispdem na periferia das células, como as laminas basais.

Ultra-estruturalmente, as fibrilas de colageno mostram um padrao com
periodicidade tipica, quando se utilizam "coloracdes" negativas e/ou positivas. A
andlise deste padrao mostra periodos regulares "d" de 64-67 nm, constituidos por
zonas claras e outras com maior densidade eletronica. As moléculas de colageno tém
um comprimento total de 4,4 "D" e a periodicidade sugere que cada molécula esta

deslocada em 1/4 de seu comprimento em relacdo a molécula vizinha. A periodicidade
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resulta de zonas de superposicdo completa de varias moléculas em uma fibrila,
intercalada por zonas de superposicao parcial.

A estrutura triplo-helicoidal do colageno (como numa corda trancada) e as
ligagdes covalentes intermoleculares no interior das fibrilas sdo responsaveis pela

resisténcia a tensdo que é caracteristica do colageno.

1.3.1.2. Heterogeneidade dos colagenos

O termo ‘“colageno” refere-se, na realidade, a uma familia de
macromoléculas estruturalmente semelhantes, porém geneticamente distintas. Sao
glicoproteinas encontradas em todos os organismos pluricelulares do reino animal,
desde os seres invertebrados até os mamiferos superiores, nos quais representa 25%
do total das proteinas do corpo. O colageno esta presente ja nos grupos primitivos de
metazoarios: as esponjas (Porifera) possuem pelo menos trés tipos de colageno
(GARRONE et al., 1975).

Organismos individuais possuem diferentes tipos genéticos de colageno,
que se distribuem segundo um padrao tecidual especifico, aparecendo durante o
desenvolvimento de acordo com uma seqiiéncia temporal. As diferengas nesses tipos
de colageno residem na composicao primaria de suas moléculas, no tipo de agregacao
extracelular e na capacidade de formarem ou nao estruturas fibrilares.

Cada cadeia alfa é produto de um Unico gene e apresenta uma seqiiéncia
especifica de aminoacidos. Ja foram identificados cerca de 20 tipos diferentes de
colageno. Dependendo dos tipos das cadeias alfa que os compdem, os colagenos sao
designados como de tipos I a XX. Alguns destes apenas comegam a ser conhecidos,

enquanto outros tém sua estrutura e distribuicdo bem estabelecidas.
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Ha uma tendéncia em agrupa-los segundo suas capacidades de formar
estruturas fibrilares intersticiais, compor as laminas basais, ou formar delicadas tramas
pericelulares, sendo distribuidos dentre os seguintes tipos:

1. As fibrilas, encontradas na maioria dos tecidos conjuntivos e formadas
por agregados de colagenos dos tipos I, II, III, V e XI;

2. As laminas de colageno que constituem as membranas basais (tipo IV),
membranas de Descemet na cérnea do globo ocular (tipo VIII) e cuticula da derme e
exoesqueleto das esponjas;

3. Os colagenos com tripla hélice interrompida (tipo IX, XII, XIV, XVI e
XX), associados as fibrilas que parecem conectar as fibrilas aos outros elementos da
matriz;

4. O colageno tipo VII que se retne em fibrilas de ancoragem que ligam a
membrana basal epitelial a fibrilas de colageno do estroma mantendo-as juntas;

5. O colageno tipo VI que forma filamentos finos em contas que podem
interagir com fibrilas e células (LINSENMAYER, 1991).

Os colagenos dos tipos I, II e III s3o os principais constituintes de fibrilas
e fibras intersticiais que contém colageno.

O colageno do tipo I é o principal componente dos ossos, tenddes, fascias,
cartilagens fibrosas, capsulas dos érgaos, pele e dentina, aparecendo em menor
quantidade no intersticio dos érgdos parenquimatosos. E constituido por duas cadeias
alfa-1 (I) e uma cadeia alfa-2 (I); forma fibrilas com 70 a 100nm de diametro e com a
estriacdo caracteristica bem evidente. Estas fibrilas formam fibras de 2 a 10nm de
didametro, correspondentes as classicas fibras colagenas da microscopia de luz (que
podem se associar formando feixes de fibras) e aparecem principalmente em

localizagdes sujeitas a tensoes.
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O colageno do tipo II é encontrado em cartilagens elasticas e hialinas, no
humor vitreo e no estroma da cdrnea de embrides. Nao forma fibras e suas fibrilas
apresentam-se mais delgadas que as do colageno do tipo I (medindo de 20 a 30 nm
de didmetro). Sua molécula é um homotrimero das cadeias alfa-1 (II) e interage
intensamente com os proteoglicanos da matriz extracelular. Esta interacao é
responsavel, nas cartilagens, por sua resisténcia a pressao.

O colageno do tipo III forma fibrilas de 35 a 55 nm de diametro, que
compoem fibras de 0,5 a 1,5um de diametro. Corresponde as fibras de reticulina vistas
na microscopia de luz; aparece sempre co-distribuido com o colageno tipo I e esta
presente em orgaos e tecidos que necessitam de um arcabougo estrutural maleavel,
como a pele, vasos sangiiineos, intestinos, baco, utero, figado, pulmdes e tecido
muscular.

Durante os processos de reparo e nas fibroses em geral, o colageno III é o
primeiro a ser depositado, podendo mais tarde ser substituido pelo colageno do tipo I

(MARTINEZ-HERNANDEZ, 1988).

1.3.2. O sistema elastico

O sistema elastico é composto por fibras elasticas, fibras elauninicas e
fibras oxitalanicas. Ultra-estruturalmente, as fibras elasticas dos mamiferos
apresentam-se formadas por abundante material amorfo e homogéneo (identificado
como elastina) envolvendo por microfibrilas (com 10-12 nm de didmetro) que, em
corte transversal, exibem um perfil tubular (ROSS & BORNSTEIN, 1969).

Durante o desenvolvimento de uma fibra elastica, um simples feixe de

microfibrilas surge primeiramente, tendo-se em seguida a deposicao gradual do
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componente amorfo entre as microfibrilas até que as fibras elasticas atinjam a
maturacao completa (FAHRENBACH et al., 1966).

Em determinadas regides anatomicamente definidas foram encontrados,
ao nivel ultra-estrutural, somente feixes de microfibrilas livres de material amorfo
(atualmente conhecidos com fibras oxitalanicas) em tecidos que, mesmo no estado
maduro, nao contém fibras elasticas completamente desenvolvidas. Em outras
localizagbes, mesmo em espécimes adultos, todos os animais estudados sempre
apresentaram feixes de microfibrilas entremeados com grupos de material amorfo
(este padrao corresponde ao aspecto ultra-estrutural das fibras elauninicas) e que
nunca ddo origem a fibras eldsticas completamente maduras. Estas observagdes
mostraram que nem todos os feixes de microfibrilas sdao destinados a servir como
molde para a deposicao de elastina dando origem as fibras elasticas.

Assim um feixe de microfibrilas pode ser tanto um simples estadio de
desenvolvimento de uma fibra elastica completamente madura (em tecidos fetais)
como pode ser uma entidade independente, propria do tecido conjuntivo (as assim
chamadas fibras oxitalanicas).

Nos trés tipos de fibras ocorrem feixes de microfibrilas (denominadas
"microfibrilas da fibra eldstica" por ROSS & BORNSTEIN, 1969) com quantidades

crescentes de elastina associada, na seqliéncia: oxitalanica, elauninica e elastica.

1.3.2.1. Distribuicdo diferencial das fibras do sistema elastico
Com relagdo a distribuicdo das fibras do sistema elastico, os tecidos nao
sdo estruturas homogéneas. Como estes Ultimos possuem caracteristicas funcionais

diferentes, ndo é de se surpreender que os componentes do tecido conjuntivo que sao
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encontrados em compartimentos distintos de diversos drgaos difiram qualitativamente
e quantitativamente.

Sabe-se que as propriedades elasticas das fibras elasticas nos mamiferos
dependem do seu componente amorfo,a elastina (ROSS & BORNSTEIN, 1969).
Demonstrou-se que as fibras oxitalanicas, sendo compostas somente por microfibrilas
sem elastina, ndo se alongam sob tensdo mecanica (ROSS, 1973) e, portanto,
atuariam no sentido de impedir um estiramento das estruturas presentes nas regioes
onde elas ocorrem (EDWARDS, 1968). O componente microfibrilar pode ter uma
funcdo de ancorar a elastina amorfa a matriz circundante (GIBSON & CLEARY, 1987).

Ja foi descrito que a distribuicdo diferencial das fibras do sistema elastico
coincide com a segregacdo de tipos estruturais distintos de colageno em diferentes
compartimentos de varios 6rgaos, a saber: pele (COTTA-PEREIRA et al., 1976;
JUNQUEIRA et al., 1983a), nervos (FERREIRA et al., 1987), cartilagem hialina
(COTTA-PEREIRA et al., 1984) e tenddes (CALDINI et al., 1990). Assim, fibras
elasticas maduras aparecem como um dos principais constituintes de tecidos
conjuntivos que possuem propriedades elasticas, tais como o pulmao, os ligamentos
elasticos e as paredes das artérias (no Ultimo exemplo ocorrem também laminas
elasticas fenestradas além das fibras elasticas).

As fibras oxitalanicas estdo presentes em regides onde o tecido conjuntivo
esta sujeito a tensOes mecanicas tais como: no periodonto humano (FULLMER &
LILLIE, 1958), na jungdo dermo-epidérmica (COTTA-PEREIRA et al., 1976), na zona
ciliar (STREETEN & LICARI, 1983), e também no endoneuro (FERREIRA et al., 1987),
na membrana basal espessa da traquéia e da mucosa bronquiolar humanas (BOCK &
STOCKINGER, 1984), na matriz interterritorial da cartilagem hialina (COTTA-PEREIRA

et al., 1984), nos filamentos de ancoragem dos capilares linfaticos (BOCK, 1978a;
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GERLI et al., 1990), na l&mina prdpria dos tubulos seminiferos (BOCK, 1978b) e na
tunica média da aorta humana (Sambiase, 1992).

As fibras elauninicas foram localizadas na interface entre a derme papilar e
reticular (COTTA-PEREIRA et al., 1976), na regido intermediaria do "tenddo elastico"
do musculo eretor do pélo em humanos (RODRIGO et al., 1975), nos anéis que
rodeiam a porgao secretora das glandulas sudoriparas écrinas (COTTA-PEREIRA et al.,
1975), na camada condrogénica do pericondrio nas cartilagens hialinas (COTTA-
PEREIRA, et al., 1984), no epineuro de todos os nervos estudados (FERREIRA et al.,
1987), na camada subepitelial da traquéia e da mucosa bronquiolar em humanos
(BOCK & STOCKINGER, 1984), na regido intermedidria do ligamento anular da
articulagdo entre o estribo e a janela oval (SOUZA et al., 1991) e na tanica média da

aorta humana (Sambiase, 1992).

1.3.3. Glicosaminoglicanos e proteoglicanos

Os proteoglicanos (PGs) podem situar-se na célula, particularmente na
membrana ou, mais comumente, na matriz extracelular, sendo tidos como um dos
principais componentes desta Ultima, da qual ocupam grande parte do volume. Por
nao apresentar um constituinte fibrilar, foram denominados de substincia
fundamental amorfa. Sua estrutura mostra um "esqueleto" proteico que tem
lateralmente ligacOes covalentes com cadeias de um tipo especifico de polissacarides,
os glicosaminoglicanos (GAGs) (YANAGISHITA, 1993; HARDINGHAM & FOSANG,
1992). Estes, por sua vez, sao polimeros de carboidratos constituidos por residuos
alternados de hexosamina e de acido urbnico. Podem ser de varios subtipos,
sulfatados ou ndo; os que tomam parte na composicao dos PGs sao sulfatados. Sao

classificados conforme o tipo de acido uronico (glucurénico ou hidurdnico) e de
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hexosamina (glucosamina ou galactosamina), a posicao relativa dos sulfatos, a
configuracdo dos aclcares e a posicao relativa e tipo de ligagGes glicosidicas
(DIETRICH, 1984). Os principais GAGs presentes no sistema vascular sao o condroitin-
sulfato, o dermatan-sulfato e o heparan-sulfato (WIGHT, 1989). Os GAGs aparecem
em numero que varia entre os diversos proteoglicanos. No agrecan, por exemplo, PG
de cartilagem, ha numerosas cadeias laterais; na decorina, um pequeno PG de
distribuicdo mais variada entre os tecidos, uma Unica cadeia de glicosaminoglicano
compde o proteoglicano conjuntamente com a proteina. Oligossacarides, cadeias de
carboidratos de menor tamanho, também situam-se lateralmente a proteoglicanos.
Estes sdo ainda usualmente unidos a outras moléculas. Entre outras, juntam-se a um
outro tipo de glicosaminoglicano, ndo sulfatado, chamado Aialuronan (ou d&cido
hialurénico) (TOOLE, 1990).

Os PGs e o hialuronan unem-se a diversos tipos de colageno, ao sistema
elastico e a diversos outros componentes da matriz. Atraem também moléculas de
agua. Constituem assim uma trama que é o arcabouco da membrana basal e de todo
o compartimento extracelular. Mais ainda, ligam-se também a receptores ou outras
moléculas de membrana, tomando parte fundamental na continuidade entre os
compartimentos intra e extracelular (DIETRICH, 1984).

Além de seu papel estrutural, uma grande série de atividades bioldgicas
tem sido imputada aos proteoglicanos. Algumas sao bem conhecidas, outras sao
hipoteses inferidas com base em sua seqiiéncia de aminoacidos ou de sacarideos.
Tanto a porgao protéica quanto os glicosaminoglicanos podem ser biologicamente
ativos (TEMPLETON, 1992). Para citar exemplos com interesse em biologia vascular,
os PG facilitam a internalizacao de lipoproteinas por macréfagos e células musculares

lisas (VIJAYAGOPAL et al, 1993; RADHAKRISHNAMURTHY et al. 1990), atuam na

29



adesao celular (WIGHT, 1989) e regulam a atividade de citocinas (NIETFIELD, 1993) e

de fatores de crescimento (RUOSLAHTI & YAMAGUCHI, 1991).

1.3.4. A degradacao da matriz extracelular

A renovacao metabdlica das fibras dos sistemas colageno e elastico é
relativamente baixa nos animais adultos, sendo que a degradacdo fisiolégica do
colageno é ainda mais lenta que a da maioria das outras proteinas da MEC. Sua vida
média é longa, podendo durar de poucas semanas a meses, dependendo do 6rgao
considerado. A relacao colageno-elementos parenquimatosos é variavel em diferentes
orgaos e tecidos, porém em condigdes normais permanece relativamente constante
durante a vida dos organismos. A manutencao desta proporgao resulta de um
equilibrio delicado entre sintese e degradacdo (PEREZ-TAMAYO, 1982).

Em certas situagdes ocorre um desequilibrio na equacdo
sintese/degradacdo, resultando em predominio da deposicdo ou da degradacdo de
colageno. Durante a embriogénese, na remodelacdo de tecidos em crescimento, na
involucdo do utero apos o parto e em processos de reparo, ha evidéncias bioquimicas
e morfoldgicas de um aumento da atividade colagenolitica (GRILLO & GROSS, 1967;
TEN CATE & DEPORTER, 1975; GROSS, 1981; HENELL et al., 1983).

Parte do colageno sintetizado pelas células sofre degradacao intracelular
antes de ser secretado no meio extracelular. Calcula-se que, dependendo das
condicbes, 10% a 60% do colageno pode ser degradado antes de ser secretado
(RENNARD et al., 1982). Esta degradagao intracelular funciona como um mecanismo
de modulacao da deposicao de colageno e evita a secrecao de moléculas defeituosas
(isso é indicado pelo fato de que a inducao experimental de formacdo de moléculas

andmalas resulta em maior degradacao intracelular) (TEN CATE & SYRBU, 1974).
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Agentes que aumentam a concentracdo intracelular de AMPc induzem também um
aumento da colagendlise intracelular, principalmente do colageno do tipo I, regulando,
de certa forma, a qualidade da matriz extracelular. A colagendlise intracelular ocorre,
portanto, de um modo basal e fisioldgico, porém pode ser aumentada por estimulos
extracelulares, ou por drogas que bloqueiam os mecanismos de secrecao de proteinas,
como a colchicina e a citocalasina B (BIENKOWSKI, 1984). A degradacdo, nestas
circunstancias, envolve a participacao dos lisossomos, com liberacdo de proteases
(TEN CATE & SYRBU, 1974; HAY, 1991).

O colageno é extremamente estavel. Seu "turnover", necessario ao
crescimento e remodelacao dos tecidos, requer enzimas especificas para iniciar a
degradagdo. Estas enzimas, conhecidas como colagenases, cortam a cadeia alfa em
local bastante especifico e limitado, promovendo a desnaturagao da proteina. Uma vez
que isso ocorra, enzimas proteoliticas nao-especificas comegam a agir e rapidamente a
hidrolizam.

A elastina é muito estavel e resiste a acdo de proteases nao-especificas
como a tripsina (ela também resiste a fervura e a hidrélise por acidos fracos ou
bases). O "turnover" de elastina € muito lento na grande maioria dos 6rgaos, com
periodo aproximadamente igual ao da propria vida do animal (SHAPIRO et al., 1991).
Assim, sob condigdes normais, muito pouca substituicdo de fibras do sistema elastico

ocorre em adultos (JACOB et al., 2001).

1.3.4.1. As proteinases envolvidas na degradacao e remodelacao
da matriz extracelular vascular
As informagbes que se seguem podem ser encontradas na seguinte

bibliografia: WILSON & MATRISIAN (1996); VISSE & NAGASE (2003); GALIS &
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KHATRI (2002); MASSOVA et al. (1998); DOLLERY et al. (1995); NAGASE &
WOESSNER (1999); JACOB et a. (2001); BIETH et al. (2001).

As enzimas que participam no processo de degradacao e remodelacao da
matriz extracelular vascular sdo principalmente metaloproteinases (MMPs) e
serinoproteinases. As metaloproteinases sao uma familia de proteases dependentes de
calcio e zinco.

Atualmente 28 metaloproteinases foram identificadas em humanos e
agrupadas de acordo com o seu substrato em: colagenases, gelatinases,
estromelisinas,  matrilisinas, =~ metaloproteinases de membrana e  outras
metaloproteinases, ha ainda subgrupos que vém sendo descritos mais recentemente,
como as ADAMS (de “a desintegrin and metalloproteinase”) e ADAMTS (familia de
ADAMS contendo seqiiéncias polipeptidicas similares a de trombospondina).

As colagenases sao assim denominadas pela sua capacidade de degradar a
tripla hélice da molécula de colagenos intersticiais como os tipos I, II e III. Fazem
parte deste grupo a MMP-1 (expressa em células endoteliais e células musculares
lisas, sendo a principal enzima deste grupo), a MMP-8 (estocadas em granulos dos
neutrdfilos) e MMP-13. As colagenases aparecem difusamente distribuidas nos tecidos
e em areas de contato entre as células e os elementos matriciais (GROSS, 1981),
mesmo quando nao ha evidéncias de degradacdo da matriz, porém desaparecem
progressivamente nos processos de fibrose evolutiva, indicando sua importancia no
equilibrio entre sintese e degradacdo. A concepcdo amplamente aceita preconiza
interacdes complexas entre as colagenases e seus inibidores e ativadores especificos
(GROSS, 1981; MURPHY et al., 1985), que serao abordados em seguida.

As gelatinases atuam, sobretudo, em fragmentos ja degradados pelas

colagenases bem como sobre o colageno tipo IV e elastina. Fazem parte deste grupo a
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MMP-2 (expressa em células vasculares) e MMP-9 (expressa em macréfagos,
polimorfonucleares e células vasculares).

As estromelisinas degradam proteoglicanos como o agrecano, proteinas de
ligacao, fibronectina, laminina e os colagenos tipo III e IV. O nome estromelisina
denota serem tais enzimas derivadas de células do estroma; hidrolizam a matriz
extracelular e podem ser expressas em fibroblastos, condrdcitos, células endoteliais,
macrofagos e células musculares lisas vasculares. Fazem parte deste grupo a MMP-3
(estromelisina 1) e MMP-10 (estromelisina 2). Ambas tém especificidade de substrato
semelhante, porém a MMP-3 apresenta uma eficiéncia proteolitica mais alta. Além de
digerir componentes da MEC a MMP-3 também ativa outras metaloproteinases que se
encontram-ainda na forma inativa.

As matrilisinas degradam versican, elastina, fibronectina, colageno tipo IV
entre outros. O nome matrilisina denota “lise” da MEC. Fazem parte deste grupo a
MMP-7 (matrilisina 1) e MMP-26 (matrilisina 2). A MMP-7 é expressa principalmente
em células epiteliais glandulares, mas também em mondcitos e células da parede
vascular. A MMP-26 é sintetizada durante a diferenciacdo do macréfago.

As metaloproteinases de membrana estao envolvidas na degradagao de
colagenos do tipo I, II e II[, e s3ao capazes de ativar algumas outras
metaloproteinases da matriz, mas ndao apresentam referida atuacdao na parede
vascular. Fazem parte deste grupo as MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24 e
MMP-25 sendo expressas em células do cerebelo, leucdcitos do sangue periférico e
células tumorais.

Sete sdo as metaloproteinases que ndo se classificam nestas categorias
acima citadas. A principal delas é a MMP-12 (metaloelastase) expressa em macrofagos

e responsavel por digerir, sobretudo, a elastina, além de outras proteinas da MEC. As
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outras metaloproteinases deste grupo sao: MMP-19, MMP-20, MMP-22, MMP-23 e
MMP-28.

Entre as serinoproteinases destacam-se a elastase de célula muscular lisa
e a elastase leucocitaria cujos inibidores sdao respectivamente elafina e alfa-2-
macroglobulina. Outra serinoproteinase de alta importéncia é a plasmina, que sera
abordada em seguida, uma vez que toma imprtante funcao como ativador das MMPs.

A atividade proteolitica das MMPs pode ser regulada em 3 niveis: pelo
controle da expressao génica (regulacdo da transcricao), ativacdo das pro-enzimas e
inibicdo direta por inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) ou outros
inibidores como a a2-macroglobulina.

Todas as metaloproteinases sao sintetizadas na forma inativa sendo
ativadas posteriomente, seja intra ou extracelularmente, sendo esta Ultima situacao a
mais comum para todas as enzimas descritas até o momento.

A principal via de ativacdo /n vivo das MMPs é o sistema do plasminogénio.
A ativacdo das pro-MMPs se faz diretamente pela plasmina. O plasminogénio é
convertido em plasmina (enzima ativa) pelo ativador de plasminogénio do tipo tecidual
(t-PA) ou pelo ativador de plasminogénio do tipo uroquinase (u-PA) que se encontram
ligados a um receptor na membrana celular, receptor u-PA (u-PAR). As principais
MMPs ativadas pela plasmina sao proMMP-1, proMMP-3, proMMP-7, proMMP-9,
proMMP-10 e proMMP-13. Uma vez ativadas elas podem participar da ativacao de

outras MMPs (COLLEN, 2001).

1.4. A matriz extracelular nas doencgas da aorta

Nao é inesperado que muitas modificacdes dos aneurismas e disseccoes

atinjam a MEC, visto que o espaco extracelular corresponde a maior parte da parede
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aortica. Cada um dos trés maiores componentes que o ocupam desempenha um papel
fisioldgico relacionado a tensdo arterial intermitente (pulsante): o colageno da
sustentacao mecanica (MAYNE, 1986; HAY, 1999); o sistema elastico a propriedade
que seu nome indica (JACOB, 1993) e os grandes proteoglicanos, como o versican,
respondem pela absorcdo das tensdes sofridas durante a sistole, uma vez que estes
funcionam com uma esponja diminuindo e aumentando seu volume (YANAGISHITA,
1993). Todos sao sintetizados pelas células musculares lisas, principal tipo celular
presente nas tunicas intima e média.

As principais alteracdes histopatoldgicas observadas em aortas com
aneurisma e disseccao envolvem componentes da matriz extracelular (MEC) -
fragmentacao das fibras elasticas e acimulo extracelular de material mucdide,
possivelmente constituido por proteoglicanos, talvez acompanhados por diminuicdo da
populacao de células musculares lisas (GUTIERREZ & LOPES, 1994). Quanto ao
colageno — o outro componente da MEC presente em grande quantidade na aorta —
chama atencdo a presenca de uma forma an6mala, de conformacao espiralada (ISHII
& ASUWA, 2000). Este colageno espiralado vem sendo ocasionalmente reportado na
parede de vasos sangliineos, sobretudo das grandes veias (ISHII & ASUWA, 1996;
DINGEMANS et al, 2000). Em outras doencas vasculares como aterosclerose, sindrome
de Marfan e arterite, este coldgeno também esta presente (GHADIALLY, 1997).

Tanto a fragmentacao das fibras elasticas quanto a presenca do colageno
espiralado foram atribuidas a acdo de MMPs.

Recentemente, um aumento da expressao de algumas metaloproteinases
foi relatado na porcdao ascendente de aortas com disseccao e aneurisma, quando
comparadas aquelas normais. Na tunica média dessas aortas, a expressao das MMP-1,

MMP-2 e MMP-9 encontravam-se aumentadas (ISHII & ASUWA, 2000; LESAUKAITE et
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al, 2001; KOULLIAS et al, 2004). Em aneurismas de aorta ascendente ja € bem
conhecido o0 aumento da expressao de algumas metaloproteinases como MMP-2, MMP-
9 e MMP-12 (JACOB et al, 2001; CURCI et al, 1998).

Em aneurismas da aorta toracica decorrentes da sindrome de Marfan foi
verificado um aumento da expressao da MMP-2, bem como um aumento no processo
de apoptose em células musculares lisas vasculares (NATAATMADJA et al, 2003). Ja
aqueles associados a valva adrtica biclspide apresentaram também um aumento da
expressdo e atividade da MMP-9, além da MMP-2 (BOYUM et al., 2004). Tais fatos
podem ter relacdo com a predisposicao destes pacientes ao desenvolvimento de
aneurismas. Nas regides de acumulo mucdide, nesta mesma condicao patoldgica,
Segura e colaboradores (1998) ndo encontraram aumento de nenhuma das
metaloproteinases estudadas, sendo elas as MMP-1, MMP-2, MMP-3 e MMP-9; os
autores, porém, verificaram aumento da expressao da MMP-2 e MMP-9 nas areas ao
redor das regides de acimulo mucdide.

Entretanto, ndo ha nenhum estudo que tenha verificado a expressao da
MMP-7 bem como das serinoproteinases (elastases) na parede da aorta em sua
porcao ascendente, de fundamental importédncia nos processos que envolvem
remodelacao vascular, uma vez que estas enzimas possuem acao direta sobre os
proteoglicanos e as fibras elasticas.

Varios trabalhos tém demonstrado a acao da MMP-7 sobre os
proteoglicanos, sobretudo o versican, principal tipo presente na parede dos vasos
sangiineos (THEOCHARIS et al., 2001; 2003; HALPERT et al., 1996). Halpert e
colaboradores (1996) mostraram em lesGes aterosclerdticas a co-localizagdo da MMP-7
em sitios ricos em versican e verificaram que esta metaloproteinase tem a capacidade

de degradar com maior eficiéncia esse proteoglicano que outras metalopreoteinases
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presentes na aorta, principalmente a MMP-3. Embora o versican nao seja um
proteoglicano formado por heparan-sulfato, um estudo feito em Uteros mostrou uma
ligacao entre MMP-7 e este glicosaminoglicano, sugerindo que o heparan-sulfato possa
servir como um sitio de ligacao para esta metaloproteinase (YU et al., 2000).

Aneurismas de aorta abdominal apresentaram uma diminuicao de 90% na
concentracao de versican em comparacdo a concentracao total em aortas normais
(THEOCHARIS et al., 2001; 2003), e aortas com disseccao aguda também exibiram
diminuicdo na concentragao de GAGs em sua parede (GUTIERREZ et al., 1991).

Fato interessante é que GUTIERREZ e colaboradores (1998) ndo
encontraram, em regides de acumulos mucdides de aortas com dissecgao, marcacao
para hialuronan nem para nenhum dos proteoglicanos estudados, sendo eles:
versican, decorin e biglican. No mesmo estudo, notou-se que o hialuronan e
principalmente o versican apresentam uma localizacdo preferencial na segunda
metade da tunica média, prédxima a adventicia, onde ocorrem as disseccoes.

Embora ainda ndo se saiba o verdadeiro papel da hipertensdo no
desenvolvimento dos aneurismas e disseccdes da aorta ascendente, cabe ressaltar que
células musculares lisas vasculares em cultura apresentaram uma maior sulfatacdao dos
seus proteoglicanos sintetizados, frente a mudangas mecanicas. Este fato sugere que
as células musculares lisas modem modificar seu padrao de comportamento frente a

injurias mecanicas, alterando o seu ambiente.

1.5. O acometimento preferencial da porcao externa da tinica
média
Embora seja um aspecto bem reconhecido nas disseccOes da aorta, o fato

da delaminagdo com grande freqiiéncia tomar a parte externa das artérias € poucas
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vezes considerado na tentativa de elucidacao da patogénese dessa doenca. O sangue
atravessa, a partir do orificio de entrada, dois tercos da parede, para sé ai iniciar-se a
delaminacdo. Isso levanta a questao de se a estrutura da parede é diferente nessa
regiao, em contraste com a porgao interna, de modo a facilitar a dissecgao.

S3ao poucos porém os trabalhos que enfocam possiveis diferencas na
composicao nas porgoes proximas e distantes da adventicia, quer em microscopia de
luz comum, quer em microscopia eletronica. BERRY e colaboradores (1993) estudaram
aortas de ratos e viram que as fibras elasticas sao mais espessas e ha mais juncoes
intercelulares nos dois tercos da tunica média, onde acreditam se exerca grande parte
da tensao sobre a parede. A clivagem, segundo esses autores, aconteceria na
transicdo com a zona menos capacitada a resisténcia a tensao, o terco externo.
GUTIERREZ e colaboradores (1998) mostraram, em aortas humanas normais, que ha
mais versican e hialuronan na mesma regido. Quanto ao coladgeno, que tem papel
proeminente na resisténcia dos tecidos, nem mesmo o artigo mais importante de

SARIOLA e colaboradores (1986) analisa essa questao.
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OBJETIVO

Sendo assim, os objetivos do presente trabalho foram:

1) Quantificar o colageno presente nas duas metades da tunica média
(porgdo interna e externa) para ver se ha diferencas que ajudem a explicar porque as

dissecgOes ocorrem nesta.

2) Verificar a expressao da matrilisina, estromelisina e da plasmina
(principal ativador das enzimas matriciais), em aneurismas e disseccdes da aorta
ascendente humana, visando a levantar a possibilidade de que suas agdes possam ter

papel na patogénese dessas doencas.
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2. CASUISTICA E METODOS

O estudo foi aprovado pelas Comissdes Cientificas e de Etica do Instituto do
Coracdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo e do Centre Hospitalier Universitaire Bichat-Claude Bernard - Faculte de Médecine

- Université de Paris VII — Paris, Franga.

2.1. Casuistica

Foram colhidos fragmentos de aorta ascendente durante cirurgias para
correcdo de disseccao adrtica aguda (grupo com disseccao n=10); como controle,
foram colhidos fragmentos de aorta ascendente em cirurgias de revascularizagao do
miocardio por interposicdo de ponte de veia safena. (grupo controle n=9). Tais
operacoes foram realizadas no Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. No grupo controle, aortas com
espessamento intimal discreto ou estrias lipdidicas foram aceitas, mas espécimes com
qualquer outra lesdo, caracterizada macro ou microscopicamente, tais como
aterosclerose moderada ou grave, foram excluidas. As aortas com aneurismas cronicos
foram provenientes da colecdo do Laboratério de “Remodelacdo Cardiovascular” do
Institut de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM) Unidade 698, do Hospital
Bichat-Claude Bernard em Paris — Francga (grupo com aneurisma, n= 8). Dados clinicos

dos pacientes sao apresentados na tabela 1.
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Tabela 1. Dados clinicos dos pacientes incluidos no estudo.

Caso Grupo Método Idade Sexo HAS
1 Normal PS-QC 43 M SR
2 Normal PS-QC 57 M S
3 Normal PS-QC 70 F S
4 Normal PS-QC 71 F SR
5 Normal PS-QC 72 M N
6 Normal PS-QC + THQ 66 M S
7 Normal PS-QC + THQ 68 F S
8 Normal PS-QC + IHQ 71 M SR
9 Normal PS-QC + IHQ SR F SR
10 Normal IHQ 60 M N
11 Normal IHQ 64 M N
12 Normal IHQ 66 M N
13 Normal IHQ 69 F SR
14 Normal IHQ 78 M S
15 Disseccao IHQ 42 M SR
16 Disseccao IHQ 44 M S
17 Disseccao IHQ 48 M S
18 Disseccao IHQ 62 M S
19 Disseccao IHQ 65 M S
20 Disseccdo IHQ 73 M S
21 Disseccao IHQ 75 M S
22 Disseccao IHQ 77 F S
23 Disseccdo IHQ 77 M S
24 Disseccao IHQ 81 F S
25 Aneurisma IHQ 18 M N
26 Aneurisma IHQ 27 F N
27 Aneurisma IHQ 51 M S
28 Aneurisma IHQ 57 M S
29 Aneurisma IHQ 59 M S
30 Aneurisma IHQ 60 M )
31 Aneurisma IHQ 71 M N
32 Aneurisma IHQ 74 M S
33 Aneurisma IHQ 76 F N
34 Aneurisma IHQ SR M SR
35 Aneurisma IHQ SR M SR

HAS- hipertensdo arterial sistémica; PS-QC- quantificacdo de colageno em laminas coradas pelo
picrossirius; IHQ- imuno-histoquimica; SR- sem registro

2.2, Métodos
Fragmentos de aorta dos 4 grupos foram lavados com solugdo salina,
fixados em solucao de formol tamponado 10% por 24 a 72 horas, desidratados em

série alcodlica crescente, clarificados em xilol e incluidos em parafina a 57°C. Cortes de
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5um de espessura foram distendidos em laminas de vidro, desparafinizados, reidratados
e submetidos a coloracdo usual pela hematoxilina e eosina para visao geral do érgao e
avaliacdo quanto a aterosclerose e presenca de infiltrado leucocitario (avaliagdo da

inflamacgao).

2.2.1. Histoquimica
Cortes de 5um de espessura foram desparafinizados, reidratados e

submetidos as seguintes reacdes histoquimicas:

-Azul de Alcian pH 2,5 para visualizacao dos glicosaminoglicanos (SCOTT,
1996)

-Picrossirius-hematoxilina, para visualizacdo das fibras de colageno
(MONTES, 1996)

-Picrossirius-fluorescéncia, para visualizagdo de fibras de colageno e elastica
simultaneamente (BORGES et al., 2005)

-Orceina, para visualizacdo das fibras elasticas maduras (BEHMER et al.,

1976)

2.2.2. Imuno-histoquimica
Cortes em parafina, de 5um de espessura, foram submetidos a reacoes
imuno-histoquimicas (imunoperoxidase) para as seguintes proteases da matriz
extracelular:
¢ MMP-3 (Anticorpo policlonal — CHEMICON — AB 810)
e MMP-7 (Anticorpo policlonal — CHEMICON — AB 8118)

¢ Plasmina (Anticorpo monoclonal TECHNOCLONE — CAT. No. 21113)
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Os cortes foram desparafinizados, hidratados e em seguida submetidos a

recuperacao do epitopo, como segue tabela abaixo:

Protease Recuperacao do epitopo

MMP-3 Tampao TRIS-Citrato pH 7,2 — 40 minutos em banho-maria a 90°C
MMP-7 Tampao Citrato 10mM pH 6 — 40 minutos em banho-maria a 90°C
Plasmina Tampao TRIS-Citrato pH 7,2 — 40 minutos em banho-maria a 90°C
Observacao Os cortes submetidos ao banho-maria devem resfriar por 20

minutos apos o término desta etapa.

Em seguida os cortes foram lavados em PBS, submetidos ao bloqueio com
peréxido de hidrogénio 3%, lavados com solucdo de TBS-TC e incubados com soro de
cavalo 2% (exceto para plasmina). Seguiu-se incubacdo com anticorpo primario diluido
em TBS-TC durante toda a noite a 4°C, sendo as diluicdes: MMP-3 (40ug/ml) e MMP-7
(20pg/ml). Os cortes foram lavados em PBS e TBS/TC, incubados com anticorpo
secundario biotinilado (1:200) diluido em TBS-TC (KIT LSAB 2 System-HRP - DAKO) e
em seguida lavados e incubados com o complexo streptavidina-biotina (KIT LSAB 2
System-HRP — DAKO). A revelacgdo dos cortes se deu pela utilizacgao da
diaminobenzidina e os nucleos celulares contracorados com hematoxilina de Mayer. Em
seguida os cortes foram lavados, desidratados, diafanizados e montados.

Os controles negativos foram feitos aplicando como anticorpo primario IgG
monoclonal de mesmo isotipo.

Avaliagao da quantidade das metaloproteinases 3 e 7 foi realizada na tunica
média das aortas de todos os grupos, de forma semi-quantitativa, considerando-se a

primeira metade proxima a intima e a segunda metade préxima a adventicia e a
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marcagao dentro dos acumulos mucdides. A marcacdo foi classificada como forte,

moderado ou fraca.

2.2.3. Quantificacdo da area de colageno na tinica média

A quantificacao das fibras de colageno foi realizada em nove cortes de aortas
normais corados pelo Picrossisius. A andlise foi feita separadamente, subdividindo a
tunica média em duas metades, a primeira metade préxima a intima e a segunda
metade préxima a adventicia. Foi feita uma comparagao da quantidade de fibras de
colageno presente na primeira metade em relacdo a segunda metade. As imagens
foram analisadas em microscopio de luz comum, utilizando a objetiva de 20x, associado
a um analisador de imagens (Quantimet 500) LEICA. Com a utilizacdo da objetiva de
20x foi possivel a visualizacdo de toda a tinica média dentro do campo de imagem do
microscopio, sendo desconsiderados aqueles que nao apresentavam toda a camada
média presente, ou seja, as duas metades. Assim, foi possivel obter uma quantidade
igual de campos medidos nas duas metades da tunica média. Portanto, a comparacao
da area ocupada por colageno reflete diretamente a da fracao de area. Apos verificacdo
de adesdo a distribuicdo normal dos resultados, estes foram comparados pelo teste ¢de

Student.
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3. RESULTADOS

3.1. A Aorta Normal

3.1.1. Histopatologia

As figuras 1A, 1B e 1C mostram cortes de aortas normais. Quando corados
com hematoxilina e eosina, evidenciou-se arranjo normal na histoarquitetura de sua
parede. A tdnica intima ndo apresentou espessamento e a tunica média mostrou um
rearranjo tipico onde células musculares lisas alternam-se com laminas elasticas.

A coloracdo pela orceina confirmou a presenca de laminas elasticas
dispostas paralelamente umas as outras. A coloracao pelo Picrossirius permitiu
observar uma trama formada por fibras de colageno que se interpunham entre as
laminas elasticas (figura 1B). Quando analisadas pelo método da Picrossirius-
fluorescéncia pode-se observar a exata disposicao das fibras de colageno entre as
laminas elasticas (figura 1C). A coloracdo pelo azul de Alcian evidenciou
polissacarideos acidos (glicosaminoglicanos e proteoglicanos) uniformemente
distribuidos entre estas laminas (figura 1A).

A adventicia apresentou-se formada principalmente por fibroblastos mas
também marcado pela presenca de adipdcitos. A matriz extracelular era formada por
fibras de colageno e do sistema eldstico, com presenca de pequenas artérias e

vénulas.

3.1.2. Quantificagdo da area de colageno na tinica média

Os resultados concernentes a quantidade de colageno na camada média

das aortas encontram-se na tabela e grafico abaixo apresentados. A area ocupada

45



pelo colageno na segunda metade da aorta € menor em comparagao a primeira

metade, proxima a intima.

Tabela 2. Area de coldgeno (pm?) das porcdes préxima da intima e

proxima da adventicia, de aortas humanas normais.

Caso Proxima intima Proxima adventicia
9 43520,89 28780,61
16 22661,84 25480,19
17 43606,37 28463,26
12 41403,17 36829,74
18 33381,26 19575,35
19 48552,42 32440,39
20 39040,20 37151,21
10 36105,23 24291,69
21 22071,56 31127,89
Média 36704,77 29348,93
p=0,042

Area de ColagenoTotal na Tunica
Media de Aortas Humanas Normais

40000,00 1
35000, 00 1
30000, 00 1
25000, 00 4
20000,00 4
15000, 00 4
10000, 00 1
5000,00 4
0,00

B Prax Intima
m Prax Adventicia

firea de colageno (pm2)
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3.1.3. Imuno-histoquimica

Aortas normais mostraram imunorreatividade moderada para MMP-3 e
MMP-7 nas camadas intima e adventicia; e fraca e difusa na média (figuras 2A e 2B).
Entretanto nota-se que a marcacao para MMP-7 foi mais proeminente na segunda
metade externa da tlnica média (figura 2B) como mostra os valores expressos na
tabela 3. Imunomarcacdo para MMP-3 e MMP-7 foi sobretudo intracelular, porém a
MMP-7 mostrou marcacao extracelular na segunda metade da tdnica média e na
camada subendotelial.

Plasmina/plasminogénio  apresentaram imunomarcacdo nas células
endoteliais (intima) e nas células musculares lisas da tunica média (figura 3A), sendo

gue nestas Ultimas de forma difusa e uniforme.

3.2. As Aortas com Aneurisma e Disseccao
Como os achados nesses grupos foram semelhantes, serdo apresentados

em conjunto.

3.2.1. Histopatologia

Quinze dos 18 cortes de aorta com aneurismas e disseccoes corados pela
hematoxilina e eosina apresentaram extensas areas de acumulo basofilico e uma
aparente reducdo no numero de células musculares lisas. Estes acimulos foram
confirmados através da coloracdo pelo azul de Alcian, especifico para componentes
anionicos dos tecidos (figuras 1D). O acumulo de material basofilico (zonas de
degeneracdo mucdide) foi grande e ultrapassava o espaco situado entre as laminas

elasticas adjacentes, formando estruturas semelhantes a lagos, de tamanhos variados.
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A coloracdo pelo Picrossirius-hematoxilina evidenciou uma desorganizagdo
das fibras de colageno (figura 1E). A trama fibrilar que se interpde entre as laminas
elasticas encontrava-se fragmentada e descontinua. Quando analisados pela técnica
da Picrossirius-fluorescéncia, pode-se constatar a fragmentacao das laminas elasticas
bem como das fibras de colageno situadas principalmente ao redor das zonas de
degeneracdo mucdide (figura 1F). As fibras de coldgeno apresentaram-se como
fragmentos espessados e a trama de fibras do sistema elastico que se interconectam
entre as laminas de elastina estavam ausentes em muitas areas.

Em alguns casos pode-se observar na adventicia um nimero pequeno de

células inflamatorias, incluindo neutrdfilos e eosindfilos.

3.2.2. Imuno-histoquimica

Quinze dos 18 cortes de aortas de pacientes com aneurismas e disseccao
apresentaram grande positividade para MMP-7 nas areas de depdsitos mucoides
(figura 2D) como evidenciado na tabela 3. Foi possivel observar uma co-localizacdo da
MMP-3 nestas mesmas areas, porém com uma positividade menos acentuada, quando
comparada a da MMP-7 (figura 2F e tabela 3). Nas areas adjacentes, a
imunomarcagao para MMP-7 e MMP-3 foi moderada nas células musculares lisas. A
MMP-7, porém, apresentou intensa imunomarcacdo na matriz extracelular e mais
evidente na segunda metade da média, acompanhando a expressao verificada nas

aortas controles, como mostra a tabela 3.
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Tabela 3 — Expressdo semi-quantitativa de MMP-3 e MMP-7 na tunica média de

aortas humanas; deteccdo por imuno-histoquimica.

CONTROLE ANEURISMAS E DISSECC()ES
(n=9) (n=18)
Média Interna Média Média Interna Média Acumulos
Externa Externa  Mucdides (AC)
MMP-3 1/8/0 1/8/0 2/14/2 1/11/6 3/12/0
(3 sem AC)
MMP-7 0/8/1 0/1/8 10/8/0 2/10/6 0/3/12
(3 sem AC)

Os trés numeros separados por barras correspondem as quantidades de casos com
marcagao fraca, moderada e forte respectivamente

Quanto a plasmina/plasminogénio, houve forte positividade nas células
musculares lisas e no espaco extracelular situados ao redor das zonas de acimulos
mucoides (figura 3B). Grupos de células musculares lisas que permaneciam isolados
em meio aos acimulos mucoides também apresentaram positividade para essa enzima
(figura 3C e 3D). Nas regides da tunica média onde ndo havia a presenca de material
mucoide, a imunoreatividade para plasmina/plasminogénio observada nas células

musculares lisas foi semelhante aquela observada no tecido normal.
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Figura 1. Fotomicrografias de cortes de aortas humanas, observados em
microscopio de luz comum ou microscopio de fluorescéncia. A,B e C aortas controle;
D, E e F aortas com aneurisma ou disseccdo. Tunica intima, parte superior; tdnica

adventicia, parte inferior. Objetiva de 20x.

A) Corte histoldgico corado pelo azul de alcian e contracorado pelo vermelho
nuclear. Observa-se a coloragao em azul dos glicosaminoglicanos presentes entre as
laminas elasticas, que aparecem como imagem negativa (seta), contra um fundo de
coloracdo vermelha referente aos outros componentes da parede da aorta (células
musculares lisas e fibras). B) Corte histologico corado pelo picrossirius. Observa-se
a intensa coloragdo avermelhada das fibras de colageno na tunica média. Nota-se a
presenca de fibras de colageno grossas e finas. C) Imagem referente a figura B,
vista em microscopio de fluorescéncia. Observa-se em verde as laminas elasticas
paralelamente dispostas na tunica média. Entre estas pode-se notar, em vermelho,
as fibras de colageno formando uma trama reticular. D) Corte histoldgico de uma
aorta com aneurisma corado pelo azul de alcian. Observa-se em azul, as tipicas
regidoes de acumulos mocoides (estrela) na tunica média; contra um fundo de
coloracdo vermelha referente aos outros componentes da parede da aorta (células
musculares lisas e MEC). E) Corte histologico de aorta humana com disseccao
corado pelo picrossirius-hematoxilina. Observa-se a intensa coloracao avermelhada
das fibras de coldgeno na tunica média, que se encontram fragmentadas e
espessadas (seta fina), principalmente nas regides de acimulos mucdides (estrela).
Laminas elasticas aparecem sutiimente como imagem negativa (seta larga). F)
Imagem referente a figura E, vista em microscépio de fluorescéncia. Observa-se em
verde as laminas elasticas fragmentadas (seta larga). Nota-se a auséncia de laminas
elasticas dentro dos acimulos mucdides bem com em sua periferia (estrela). Em
vermelho, observam-se as fibras de colageno fragmentadas e espessadas (seta
fina).
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Figura 2. Fotomicrografias de cortes de aortas humanas normais, com disseccao
ou aneurisma, observados em microscopio de luz comum. Tdnica intima, parte

superior; tunica adventicia, parte inferior. Objetiva de 20x.

A) Corte histoldgico de aorta normal submetido a reacdo de imunoperoxidase para
MMP-3. Nota-se uma positividade, em cor acastanha, uniforme em toda a tinica
média e com imunomarcacao, sobretudo, intracelular (setas). B) Corte histoldgico
de aorta normal submetido a reacao de imunoperoxidase para MMP-7. Nota-se uma
intensa positividade, em coloracao acastanhada, intra e extracelularmente na
segunda metade da aorta. Pode-se observar que a imunomarcacao da primeira
metade é quase que exclusivamente intracelular. C e D) Cortes histolégicos
seriados de aorta humana com disseccao. Na figura C, coloracao pelo azul de alcian,
observa-se em azul, as tipicas regides de acimulos mocdides (estrelas) na tunica
média, contra um fundo de coloracdo vermelha referente aos outros componentes
da parede da aorta (células musculares lisas e MEC). Na figura D, referente ao corte
adjacente, observa-se a imunomarcacdao para MMP-7. Nota-se uma intensa
positividade, em coloracdo acastanhada, dentro dos acimulos mucdides (estrelas).
E e F) Cortes histoldgicos seriados de aorta humana com aneurisma. Na figura E,
coloracdo pelo azul de alcian, observa-se em azul, as tipicas regides de acimulos
mocoides (estrela) na tlunica média, contra um fundo de coloracdo vermelha
referente aos outros componentes da parede da aorta (células musculares lisas e
MEC). Na figura F, referente ao corte adjacente, observa-se reacao de
imunoperoxidase para MMP-3. Nota-se uma positividade menos acentuada, dessa
metaloproteinase, dentro dos acimulos mucdides e uma co-localizagao com a MMP-

7.
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Figura 3. Fotomicrografias de cortes de aortas humanas normais, com disseccao
ou aneurisma, submetidos a reacdo de imunohistoquimica  para
plasmina/plasminogénio e observados em microscopio de luz comum. Tunica intima,
parte superior; tunica adventicia, parte inferior. A, B e C objetiva de 20x e D

objetiva de 100x.

A) Corte histoldgico de aorta humana normal. Observa-se uma alta positividade da
tlnica intima bem como uma imunomarcacao intracelular nas células musculares
lisas da média. Pode-se observar um gradiente da marcacdo da
plasmina/plasminogénio da luz em diregao a média. B) Corte histoldgico de aorta
humana com aneurisma. Nota-se auséncia de plasmina/plasminogénio dentro das
regidoes de acumulos mucdides (estrela) , entretanto, é possivel observar uma
positividade das células musculares lisas ao redor. C) Corte histoldgico de aorta
humana com disseccdo. Observam-se grupos de células musculares lisas com
intensa imunomarcacao (estrelas) e ao redor auséncia de plasmina/plasminogénio
nas regides de acumulos mucdides. D) Corte histologico de aorta humana com
aneurisma. Observa-se em um maior aumento a regidao de acumulo mucodide

apresentando células musculares lisas positivas para plasmina/plasminogénio (seta).
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4. DISCUSSAO

4.1. As proteases e a parede da aorta

Existem muitas diferencas entre disseccdo e aneurisma da aorta
ascendente. Os aneurismas estdao freqlientemente associados a uma desordem
genética, sendo uma afeccao crbnica, enquanto as disseccbes sdo lesdes agudas e
comumente associadas a hipertensao arterial sistémica. A principal diferenca consiste
no fato de que as dissecgdes sao marcadas pela delaminacao da parede da aorta, que
nao acontece nos aneurismas. Entretanto, o grande interesse de estudar
conjuntamente estas duas doengas consiste no fato de que elas apresentam em
comum caracteristicas histopatoldgicas na tunica média, a saber: acimulo de material
mucoide, fragmentacao das fibras elasticas, aparente diminuicao do nimero de células
musculares lisas e o fato de nao apresentaram inflamagdao significativa. Cabe
acrescentar que ha pacientes com aneurismas que podem sofrer disseccao, porém
correspondem a uma minoria. Adicionalmente, ha condicdes associadas as duas
entidades, tais como as sindromes de Marfan e de Ehlers-Danlos e a valva aodrtica
bicuspide.

Estudos vém demonstrando o papel das MMPs nas doencas da aorta
(LESAUSKAITE et al., 2001; BOYUM et al., 2004; KOULLIAS et al., 2004; ISHII &
ASUWA, 2000; NATAATMADJA et al., 2003), mas o presente trabalho representa a
primeira avaliacdo da presenca das enzimas MMP-7 e MMP-3 sobre os proteoglicanos
em disseccOes adrticas e aneurismas de aorta ascendente (DA/AAAsc)

Recentes publicagdes mostraram que outras MMPs ndo estdo presentes

nas areas de acimulos mucoides nessas doencas. Nos entretanto demonstramos que
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a MMP-7 e MMP-3 estdo preferencialmente localizadas nestas regides, além de
estarem também presentes em outras regidoes, bem como nas aortas normais.

A MMP-3 e MMP-7 sdo capazes de degradar uma série de proteinas, como
fibronectina, laminina, tenascina, bem como alguns tipos de colageno; elas podem
também ativar algumas pro-MMPs e principalmente clivar proteoglicanos. Porém, o
que chama a atencao é o fato da MMP-7 degradar o versican. A acdo desta enzima
sobre este proteoglicano parece ser muito mais eficiente que a exercida por outras
MMPs também capazes de degrada-lo, como MMP-1, MMP-3 e MMP-9 (HALPERT et al.,
1996; THEOCARIS et al., 2003).

O versican é o principal proteoglicano presente na parede da aorta. Esse
composto, as fibras de colageno e do sistema elastico, e ainda hialuronan e pequenos
proteoglicanos como decorin, biglican e perlecan, preenchem grande parte do espaco
extracelular. Estes proteoglicanos sdo importantes na integridade estrutural da parede
da aorta e também na participacdo da regulacdo de muitos eventos bioldgicos. Sendo
assim, pode-se inferir que uma alteracdo na estrutura fisica do versican esteja
relacionada com DA/AAAsc. Cabe ressaltar que Gutierrez e colaboradores (1998) nao
detectaram nenhuma imunomarcacao dentro dos acumulos mucéides quando
estudando os principais PGs presentes na parede da aorta.

Nossos resultados sugerem uma acdo direta da MMP-7 na génese das
zonas de acumulo mucdide. Uma acao continua dessa enzima sobre os proteoglicanos
existentes na aorta, principalmente versican, juntamente com um processo de
reparacao tecidual, poderia ser responsavel pela formacdo dessas areas. Os depodsitos
mucoides vistos na tunica média das aortas com aneurismas e disseccoes da porcao
ascendente poderiam desse modo conter fragmentos de proteoglicanos,

principalmente de versican, resultantes da degradacao, sobretudo pela matrilisina
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(MMP-7). Esse material, constituido assim por pequenos peptidios enriquecidos por
GAGs sulfatados, nao seria detectavel por imuno-histoquimica devido ao fato de ja ndo
incluirem os dominios usados no preparo dos anticorpos, mas, uma vez que conteriam
grupamentos anibnicos, sulfato e carboxilicos, seriam coraveis por corantes cationicos
como o azul de Alcian e mesmo pela hematoxilina. Esta idéia é reforcada pelo fato de
que resultados similares foram encontrados em aneurismas de aorta abdominal (AAA)
utilizando técnicas bioquimicas (extracdo e caracterizacdo do PG), biologia molecular
(RT-PCR) e de imunomarcagao (THEOCHARIS et al., 2001; 2003).

Quanto a fragmentacdo das fibras elasticas, outro importante aspecto em
aneurismas e disseccdes da aorta refere-se ao fato de que MMP-3 e MMP-7 podem
causar elastdlise ndo somente por acao direta mas também por exibir atividade
serpinase, uma via complexa através da qual ocorre inativacdo dos inibidores das
serinoproteinases, como por exemplo da elastase. A MMP-7 também possui a
capacidade de degradar a fibronectina, uma glicoproteina importante na adesao
célula-matriz extracelular, em cuja auséncia a célula pode entrar em um processo de
apoptose, evento este ja demonstrado nas doencas dilatativas da aorta ascendente.

Considerando nossos resultados sobre MMP-7 e MMP-3, que apresentaram
imunomarcacao dentro das areas de acimulos mucdides na média das aortas, nds
focamos no mecanismo de ativacdo destas enzimas. Elas podem estar presentes em
um dado tecido, mas na forma inativa, devendo entao ser ativadas para que exercam
a sua atividade, fato este que justifica a marcacdo destas enzimas nos casos-
controles. Por isso, avaliamos também a presenca da plasmina. Esta, resultante da
degradacdo do plasminogénio, € a principal via de ativacao das metaloproteinases. A
ativacao se da através da clivagem do pro-peptideo dessas enzimas, desta forma

podendo participar inclusive da ativacdo de outras metaloproteinases. Estudos tém
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demonstrado que a MMP-3 é um ativador efetivo da pro-MMP-7 e que a interacdo e
acao conjunta entre MMP-3 e MMP-7 podem ativar as pro-MMP-1 e pro-MMP-9 (IMAI
et al., 1995).

Nossos resultados mostram a presenca de plasmina extracelular nas
regides com acumulos mucodides, bem como marcagao citoplasmatica e de membrana
extracelular, sendo que nas aortas normais a imunomarcagao se deu apenas nos dois
ultimos locais. A plasmina pode estar envolvida na ativacao da pro-MMP-3 e pro-MMP-
7. Uma vez ativadas, estas metaloproteinases iniciariam um processo de degradacao
dos componentes da parede da aorta. MMP-7 e MMP-3 degradariam mais
efetivamente o versican que, juntamente com um processo de reparacao tecidual e
um conseqiente desequilibrio entre sintese e degradacao, resultaria na formacao dos
acumulos mucdides. MMP-3 também degradaria a elastina, o colageno do tipo III
(presente nas fibras de reticulina) e fibronectina, sendo que a degradacdo desta
ultima poderia explicar a presenca de apoptose nestas doencas. Estas duas enzimas
ainda seriam responsaveis pela ativagdao da pro-MMP-1 que por sua vez ativada
iniciaria uma degradacdo mais efetiva dos componentes colagénicos da parede da
aorta, seu principal substrato.

Este conjunto de eventos degradativos, na parede da aorta, causariam
entdo um enfraquecimento tecidual com perda de suas propriedades fisicas. Isto
poderia assim resultar seja na dilatagao da parede como um todo (aneurisma), ou em
casos mais agudos, na ruptura da tinica média (disseccao).

Ainda em relacdo a acao das metaloproteinases cabe ressaltar que os
nossos resultados mostraram, em uma analise semi-quantitativa, uma marcacdo mais
acentuada da MMP-7 dentro dos lagos mucoéides em comparacdo a MMP-3. Porém

estes resultados ndo refletem uma maior atividade enzimatica da MMP-7 dentro dos
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lagos mucoides em comparagao a MMP-3, uma vez que estas enzimas podem estar
em um estado inativo ou mesmo em sua forma ativa porém inibidas por inibidores
teciduais das metaloproteinaes, as TIMPs. Sendo assim, somente testes que mostrem
efetivamente a acdo dessas enzimas, como a zimografia /n situ, poderiam dizer o real
estado funcional das mesmas.

Desta forma, os nossos resultados mostram a real localizagdo e
distribuicdo dessas metaloproteinases na parede das aortas com aneurismas e
disseccOes, refletindo a morfologia funcional dessas proteases parietais neste

segmento vascular.

4.2. O colageno e a sua possivel relacao nas disseccoes

O colageno é uma proteina que confere resisténcia aos tecidos. Na aorta
as fibras que o contém asseguram a integridade fisica da parede desse vaso, cuja
pressao é alta.

Outro aspecto relevante se trata do local onde ocorre a ruptura da
parede nas disseccoes. A delaminacdo se da, na grande maioria das vezes, no terco
externo da tunica média.

O presente estudo demonstrou, em aortas normais, que a MMP-7 localiza-
se preferencialmente na segunda metade da média e que a quantidade de fibras de
colageno nesta mesma regiao é significantemente menor que na primeira metade,
préxima a tunica intima. Estes dados sugerem que na segunda metade da média pode
estar ocorrendo, nas aortas que sofrem disseccdao, uma degradacao mais efetiva dos
componentes da MEC pela MMP-7, sobretudo do versican, responsavel pelo
amortecimento dos impactos promovidos pela pressao arterial. O componente

colagénico por sua vez, responsavel pela resisténcia fisica da parede, também sofreria
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degradacao sobretudo pela MMP-1. O fato deste componente fibrilar encontrar-se em
menor quantidade nesta regidao poderia explicar uma maior facilidade para o
enfraquecimento da parede da aorta nesta regido. A pressao sangiiinea constante
exercida nessa parede, ja fragilizada e conseqlientemente apresentando uma menor

resisténcias as forcas mecanicas, poderia ter como conseqiiéncia a sua rasgadura.
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5. CONCLUSOES

1. Possivelmente a acao da MMP-7 e MMP-3, ativadas pela plasmina, tém
papel na patogénese dos aneurismas e disseccOes da aorta ascendente, sendo
responsaveis pela degradacao do versican e conseqiiente formagao dos lagos

mucoides.

2. Os lagos mucdides conteriam fragmentos de versican degradado (nao
detectados por imuno-histoquimica) e poderiam corresponder a um desequilibrio entre
os processos de sintese e degradacao desse proteoglicano durante a evolugao dessas

doengas.

3. Na segunda metade da camada média, onde as dissecgGes ocorrem, ha

menos coldgeno e maior expressao de MMP-7, indicando a possibilidade de haver

maior fragilidade da parede arterial nessa regido.
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