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RESUMO

Introducdo: Existem varios fatores a serem considerados na fisiopatologia da dissecc¢ao
aortica tais como: distirbios hemodindmicos e os fatores relacionados as propriedades
mecanicas e geométricas da parede aodrtica. Os Vasa Vasorum (VV) parecem ter um
importante papel em varias doengas, pois o fluxo sangiiineo insuficiente através dos VV
adrticos estd envolvido na fisiopatologia da aterosclerose e pode contribuir para a necrose da
tinica média da aorta. Objetivo: O objetivo era demonstrar pela primeira vez as alteragdes
histoldgicas que ocorrem na parede adrtica a longo prazo, ou seja, além das 2 semanas de
interrupcao do fluxo sangiiineo através do VV da aorta descendente em modelo suino.
Método: O experimento foi conduzido com 8 suinos jovens, idade média de 8 semanas
resultantes do cruzamento das racas Landrace e Large White, pesando em média 25 Kg (21 —
27Kg) e todos os animais eram fémeas. Por meio de uma incisdo toraco-lateral a esquerda no
6° espago intercostal, a camada adventicia era incisada transversalmente em cerca de 1/3 da
circunferéncia da aorta. Era entdo realizada a ligadura das artérias intercostais e a retirada da
camada adventicia, por cerca de Scm na por¢ao média da aorta descendente. Apos a retirada
da camada adventicia a aorta era envolvida com o pericardio bovino ao redor da area sem
adventicia e entdo era realizado o fechamento da cavidade tordcica. Apds a eutandsia em duas,
quatro, seis e oito semanas era realizada a retirada do segmento aortico envolvido por
pericardio e cerca de 5 cm de aorta proximal e distal. A seguir, uma lamina de cada segmento
(proximal, médio e distal) das aortas foi corada pela Hematoxilina e Eosina e uma pelo
método de Weigert — van Gieson, para coloragao das fibras eléasticas. Resultados: Apos duas
semanas observamos fibrose subendotelial com preservacdo da lamina elastica interna, assim
como da camada média nos seus 2/3 internos. Havia um moderado desarranjo das fibras
elasticas no 1/3 externo da camada média com um leve infiltrado de linfocitos e neutrofilos.
Identificaram-se também focos de angiogénese no 1/3 externo da camada média. Nos animais
sacrificados apds quatro semanas persistia a fibrose subendotelial com a lamina elastica
interna preservada, assim como a camada média no seu 1/3 interno. Foi identificado um
desarranjo estrutural das fibras eldsticas e colagenas nos 2/3 externos da camada média. Em
relagdo a inflamagao foi observado um infiltrado de linfocitos, histidcitos e neutrofilos nos 2/3
externos da camada média. Quanto a angiogénese foram observados focos nos 2/3 externos da
camada média. Apds seis semanas os seguintes achados foram identificados: necrose da
parede da aorta com fibrose subendotelial. Em relacdo a inflamacao foi identificada necrose
com infiltrado linfocitico, histiocitario e neutrofilico em toda a camada média. Quanto a
angiogénese observaram-se focos em toda a camada média e na por¢do subendotelial.
Finalmente, apds oito semanas havia fibrose de toda a parede da aorta com destrui¢do da
lamina eléstica interna. Observamos uma area de inflamag¢ao moderada préxima ao endotélio.
Havia focos de angiogénese em toda a camada média e na por¢ao subendotelial. Conclusao:
O nosso estudo confirma que a isquemia induzida pela interrupgao total do fluxo sanguineo
através dos vasa vasorum adventiciais leva a degeneragdes da tinica média, determinando
perda da estrutura normal da parede aortica que € varidvel em sua localizagdo, intensidade e
forma, dependendo do tempo de evolucdo da lesdo. Em resumo, estudamos as alteragdes
histologicas decorrentes da interrupcdo dos VV da aorta descendente em suinos desde a
segunda semana da lesdo, até que ocorresse a fibrose completa da parede. Este estudo pode
contribuir para um melhor entendimento do papel dos VV na degeneracao da parede adrtica e
dos mecanismos envolvidos na dissecgao.

Palavras-chave: Aorta, Vasa Vasorum, Microcirculagdo, Isquemia e Dissecgao.



ABSTRACT

Introduction: There are several factors to consider in the pathophysiology of aortic
dissection, including: hemodynamic disorders and factors related to the mechanical properties
and geometry of the aortic wall. The Vasa Vasorum (VV) seems to have an important role in
various diseases, since insufficient blood flow through VV is involved in the pathophysiology
of atherosclerosis and may contribute to necrosis of the media. Objective: To demonstrate the
histological alterations that occur in aortic wall over the long term, i.e. more than two weeks
after the interruption of blood flow through the VV of the descending aorta in a porcine
model. Method: The experiment was conducted with eight young female pigs, resulting from
the crossing of two breeds, Landrace and Large White, with a mean age of 8 weeks, weighing
on average 25 kg (21 - 27 kg). Through a left thoracoabdominal incision through the 6th
intercostal space, the adventitia was incised transversely in about one third of the
circumference of the aorta. The intercostal arteries were then ligated and an area of the
adventitia about 5 cm in length was removed from the middle portion of the descending aorta.
Then, the area from which the tunica adventitia had been removed, was wrapped in bovine
pericardium, after which the chest cavity was closed. Following euthanasia, at two, four, six
and eight weeks, the aortic segment wrapped in pericardium was removed together with
portions about 5 c¢cm long of proximal and distal aorta. Next, slices from each segment
(proximal, middle and distal) of the aorta were stained with hematoxylin and eosin (HE) and
Weigert - Van Gieson method for elastic fiber staining. Results: After two weeks,
subendothelial fibrosis was observed with preservation of the internal elastic lamina and the
inner 2/3 of the tunica media. There was a slight cellular breakdown in the outer 1/3 of the
media with some lymphocyte and neutrophil infiltration. In addition, foci of angiogenesis
were identified in the outer 1/3 of the tunica media. In animals sacrificed at four weeks,
persisted a subendothelial fibrosis with preservation of the internal elastic lamina and of inner
1/3 of the tunica media. There was structural breakdown of elastic fibers and collagen fibers
in the outer 2/3 of the tunica media. Regarding inflammation, lymphocyte and neutrophil
infiltration was observed in the outer 2/3 of the tunica media. Foci of angiogenesis were
observed in the outer 2/3 of the tunica media. After six weeks, there was necrosis of the aortic
wall with subendothelial fibrosis. Regarding inflammation, there was lymphocytic, histiocytic
and neutrophil infiltration with necrosis throughout the media. Foci of angiogenesis were
observed throughout the tunica media and in the subendothelial portion. Finally, after eight
weeks, there was fibrosis of the entire wall of the aorta with destruction of the internal elastic
lamina. We observed an area of moderate inflammation near the endothelium. In relation to
angiogenesis, foci were observed throughout the tunica media and in the subendothelial
portion. Conclusion: Our study confirms that the ischemia induced by complete interruption
of blood flow through the vasa vasorum (VV) leads to degeneration of the media, determining
loss of normal structure of the aortic wall that is variable in its location, intensity and shape,
depending on the length and duration of the ischemic insult. In summary, we studied the
histological changes caused by the interruption of the VV of the descending aorta in pigs from
the second week of the injury until the occurrence of complete fibrosis of the wall at eight
weeks. This study may contribute to a better understanding of the role of VV in the
degeneration of the aortic wall and the mechanisms involved in aortic dissection.

Keywords: Aorta, Vasa Vasorum, Microcirculation, Ischemia and Dissection.
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1. INTRODUCAO

A disseccdo adrtica aguda € a catdstrofe mais comum que afeta a aorta, com uma
incidéncia excedendo o aneurisma de aorta abdominal (AAA) (1). Anualmente morrem
nos Estados Unidos da América (EUA) entre 43.000 e 47.000 pessoas por doencas da
aorta e seus ramos. A taxa de mortalidade da fase aguda da doenga tem sido
tradicionalmente considerada como 1% a cada hora na auséncia de tratamento. Estudos
mais antigos confirmam a mortalidade de 75% em 2 semanas ap0s o inicio dos sintomas
se ndo tratada (2). Apesar dos avancos no diagnostico e no manejo clinico, cirirgico e
endovascular da disseccdo aodrtica, a morbidade e a mortalidade permanecem
significativas, com uma mortalidade geral de 27% conforme relato no Registro

Internacional de Dissecg¢ao Aortica (IRAD) (3).

Antes de determinarmos a terapéutica mais adequada, tais como: cirurgia,
tratamento endovascular com implante de endoprotese ou clinico, devemos entender a
histéria natural da doenga e a sua fisiopatologia. Na aorta toracica descendente, uma
dilatagdo aneurismatica ¢ usualmente definida como um aumento de duas vezes o
diametro normal do vaso. Dessa forma, um homem idoso tem como didmetro maximo
normal do arco adrtico distal 2.8cm. Assim uma dilata¢do da aorta toracica descendente

medindo 5.6cm ou mais € definida como sendo um aneurisma (4).

A lesdo caracteristica da dissec¢do adrtica comega com uma ruptura na intima da
aorta por onde a coluna de sangue penetra para criar um espaco intramural adrtico.
Histologicamente, esta area da parede aortica revelard deterioragdo do colageno da
média e das fibras elasticas, embora seja importante enfatizar que a dissec¢do aortica
possa ocorrer em uma aorta histologicamente normal. O rompimento tipico € transversal

e nio envolve toda a circunferéncia da aorta. A camada intima medial é dissecada
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longitudinal e circunferencialmente por uma distancia variavel (5). O fluxo sanguineo ¢
usualmente anterdgrado, mas pode ser retrogrado na parede aortica. Entretanto, fluxo

retrogrado e disseccao podem ocorrer.

Dependendo do envolvimento circunferencial da parede aortica, a dilatagdo do
falso limen pode diminuir o limen verdadeiro. Fenestragdes com um flap intimal a
jusante ocorrem tipicamente nos troncos ostiais envolvidos na dissec¢do, levando a
lugares de re-entrada do fluxo para o lumen verdadeiro, mantendo, desta forma, a

paténcia do falso lumen (5).

O plano usual de disseccdo adrtica ¢ descendente pdstero-lateral esquerdo. O
tronco celiaco, a artéria mesentérica superior e a artéria renal direita tipicamente sao
nutridas pelo limen verdadeiro, e a artéria renal esquerda deriva do falso limen, mas

variagoes neste padrdo sao encontradas com freqiiéncia (6).

Anatomicamente, existem trés classificacdes para dissec¢cdo adrtica com base na
regido de ruptura de entrada da intima e no envolvimento proximal ou distal. Sessenta e
cinco por cento das rupturas intimais ocorrem na aorta ascendente, 20%, na aorta
descendente, 10%, no arco aortico ¢ 5%, na aorta abdominal. (7). A classificagdo
proposta por Dailey et al (8) simplifica a dissec¢do aortica denominando como Stanford
tipo A, aquelas que envolvem a aorta ascendente independente da origem do local de
entrada, e de tipo B aquelas que se originam e estdo confinadas a aorta descendente. A
classificagdo mais recente para simplificar em categorias anatomicas é: “proximal” e

“distal”, sdo equivalentes a Stanford A e B, respectivamente.

A répida classificagdo ¢ essencial para o manejo da dissec¢do adrtica. Disseccdes
proximais usualmente requerem reparo cirirgico de emergéncia devido ao alto risco de

complicacdes cardiotoracicas. Disseccdes distais atualmente sdo manejadas de forma
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clinica, a menos que complicagdes como a sindrome de mé perfusdo visceral ou de

membros inferiores ocorram.

Estima-se que a incidéncia da dissecgdo aortica € de 14 a 20 milhdes a cada ano
(9). Homens sao mais freqiientemente afetados, com um indice de homem: mulher de
5:1 (9). O pico de incidéncia esta entre 50 e 60 anos de idade para dissec¢ao proximal, e
de 60 a 70 anos de idade para a dissecgao distal (7). Cerca de 2/3 das dissecgdes sao

proximais (Stanford A), e os 1/3 restantes sdo disseccdes distais (Stanford B) (10).

Quando avaliamos apenas a disseccao tipo Stanford B, a taxa de mortalidade
precoce ¢ de quase 20% apos tratamento clinico e de 14% a 39% com o tratamento
cirtrgico (11). A sobrevida em 10 anos ¢ de 25% a 50% ap0s tratamento clinico (12) e
de 50% a 65% apds o tratamento cirargico (12). Portanto, héd necessidade de se
desenvolver um método terap&utico menos invasivo € mais efetivo para o tratamento da

dissecg¢ao aortica.

Recentemente, o tratamento endovascular com a coloca¢cdo de endoprotese tem
sido desenvolvido como tratamento menos invasivo para o tratamento da dissec¢do
adrtica (em especial o tipo Stanford B), mas o método ainda ndo foi estabelecido como a

terapéutica padrao (13).

O modelo de tratamento para a disseccdo aortica aguda provavelmente mudara
em um futuro proximo com a emergéncia de novas técnicas endovasculares e de

endoproteses especialmente desenhadas para este fim.
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2. MODELO EXPERIMENTAL

O objetivo do modelo experimental ¢ imitar as condig¢des fisiopatoldgicas da
disseccao adrtica em humanos: deterioracdo do colageno da média e das fibras elasticas,
embora seja importante enfatizar que a dissec¢ao adrtica possa ocorrer em aorta
histologicamente normal. A camada média de muitos pacientes com dissec¢do aortica
mostra varias alteragdes histologicas que poderiam enfraquecer a parede; no entanto nao
se tem certeza quanto a especificidade dessas lesdes e de seu papel em causar a
disseccdo espontanea. Essas alteracdoes degenerativas variam de uma fragmentacao
apenas leve do tecido elastico (a anormalidade mais facilmente reconhecida) at¢ uma

visivel degeneracdo cistica da média (14).

A escolha do animal experimental ¢ de crucial importancia. Além das
caracteristicas inerentes as espécies, no que diz respeito ao manejo, ganho ponderal,
tamanho e custo, também ¢é necessario atentar para as caracteristicas de resposta vascular
a lesdo, sistema de fibrindlise e coagulacdo. A comparagdo de uma dessas variaveis, que
eventualmente tenha comportamento muito distinto ao observado em humanos, pode
gerar um viés importante no estudo. Estudos comparativos demonstraram que o sistema
fibrinolitico e de coagulacdo de primatas ndo-humanos tem mais similaridade com o
humano quando comparado com o de cdes e suinos (15). Os animais utilizados com
maior freqiiéncia para a criagdo de modelos de dissec¢do aodrtica sdo os suinos, cdes e

ratos.

Existem vérias diferencas entre os animais, entre os quais o camundongo,
coelho, cdo, primatas e suinos. O modelo suino teria como desvantagens o rapido

aumento de peso, o gasto com a manutencao e a suscetibilidade a fibrilacdo ventricular
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quando da realizacao de oclusdo coronaria durante um procedimento de angioplastia.
Como vantagens, teriamos o facil manejo com os animais, o metabolismo lipidico e o
perfil lipoprotéico e também a agregacdo plaquetaria por ser semelhantes aos humanos.
Apos a lesdo endotelial, ocorre formagdo de trombo e deposi¢ao de fibrina, e ha
similaridade histoldgica da neointima com a de humanos. Os cdes, além dos aspectos
éticos e legais existentes no Brasil, por serem um animal doméstico, apresentam

diferencas do sistema de coagulacdo em relagdo aos seres humanos.

Outros animais, como 0s primatas, apresentam caracteristicas semelhantes aos
humanos conforme os citados acima. Além disso, as lesdes provocadas apresentam
remodelamento geométrico nas artérias. Como desvantagens, apresentam muita
sensibilidade, a dieta varia, e, conforme a espécie, ¢ de dificil manuseio, além de os
estudos apresentarem custo muito elevado, tornando—se invidveis como modelo de

experimentacdo. Por esses motivos, o suino foi escolhido como modelo experimental.

Embora os suinos e ovinos ndo sejam adequados para medi¢des repetidas, seu
custo ¢ mais competitivo que o dos cdes. Os modelos ovinos sdo menos utilizados, muito
embora suas artérias sejam relativamente grandes e seu sistema de coagulagdo similar ao
humano. A morfologia arterial dos suinos ¢ muito similar a humana; apresentam
tendéncia a hipercoagulabilidade e seu sistema fibrinolitico ndo ¢ tao eficiente quanto o
dos cdes. Assim como nos caes, 0s suinos apresentam artérias periféricas com tamanho
adequado para introducdo de dispositivos endovasculares. Em suinos da raca Landrace,
entre 10 e 12 semanas, a artéria femoral comum varia de 3 a 5 mm de didmetro; a aorta
abdominal apresenta didmetro aproximado de 6 a 12 mm e a aorta toracica tem em
média 14 mm. A manipulagdo das artérias dos suinos deve ser cuidadosa porque
apresentam paredes delicadas, além de, na regido inguinal, serem mais profundas, e a

manipulagdo deve ser cuidadosa (16). A estrutura da neointima ¢ muito similar em
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humanos, caes e suinos. Tanto o niumero de células como a composi¢ao e matrizes de
proteoglicanos sdo essencialmente as mesmas. Entretanto, a resposta a lesdo vascular ¢
drasticamente diferente (17-18). Como ja foi mencionado antes, a resposta endotelial dos
modelos caninos ¢ mais branda, enquanto que em modelos suinos, a tendéncia a
hipercoagulabilidade e a exagerada hiperplasia podem levar a resultados menos
encorajadores (15). A escolha do animal mais apropriado deve, portanto, levar em conta
ndo sO as caracteristicas do mesmo, mas também os objetivos do experimento e as

condig¢des do local de sua realizacao (19).

2.1 Principios éticos em experimentacio animal

A experimentacdo animal se reveste de uma importancia crucial nas pesquisas
cientificas, contribuindo sobremaneira para o desenvolvimento da Ciéncia e Tecnologia.
Sua vasta contribuicao nos diferentes campos cientificos vem promovendo, ao longo dos
anos, a descoberta de medidas profilaticas e tratamentos de inimeras enfermidades que
acometem os seres vivos. Gragas ao bom senso e a conscientizacdo de grande parte dos
nossos pesquisadores e professores, foram adotados alguns principios éticos
fundamentais e imprescindiveis, e buscou-se obter recomendagdes em nivel
internacional. S3o estas recomendacdes que norteiam as boas praticas do bioterismo

nacional.

A evolugdo continua das areas de conhecimento humano, com especial énfase
aquelas de biologia, medicinas humana e veterinaria, e a obtengdo de recursos de origem
animal para atender necessidades humanas basicas, como a nutri¢do, trabalho e
vestuario, repercutem no desenvolvimento de agdes na experimentagao animal, razao

pela qual se preconizam posturas éticas concernentes aos diferentes momentos de
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desenvolvimento de estudos com animais de experimentacao (20). O Colégio Brasileiro
de Experimentagdio Animal - COBEA, em 1991, cria os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal (20), postulando doze Artigos que passam a nortear a conduta

dos professores e dos pesquisadores na pratica do uso de animais.

Com base nestes 12 artigos, pretendemos desenvolver e garantir o pleno respeito

a saude, ao bem-estar, a ética e ao futuro da experimentagao animal.
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3. MODELO EXPERIMENTAL DE DISSECCAO AORTICA

Os vasos sanguineos sao compostos por trés estruturas basicas: o endotélio, o
musculo liso e o tecido conjuntivo, incluindo elementos elasticos. Estes componentes
dispdem-se em camadas concéntricas (ou tinicas) — a intima, a média e a adventicia. A
quantidade relativa e a configuracdo dos componentes estruturais basicos variam em
todo o sistema circulatério. Em alguns pontos, adaptagdes locais as necessidades
mecanicas ou metabolicas podem exigir acréscimo, refor¢o, diminuigdo ou omissao de

alguns componentes.

As artérias sao divididas em trés tipos, com base em seu tamanho e em alguns
aspectos histologicos: 1) artérias elasticas — aorta e seus ramos; 2) artérias musculares —
coronarias e renais; 3) artérias pequenas que passam, em sua maioria, dentro da

substancia dos tecidos e do parénquima dos 6rgaos.

r

Nas artérias normais, a camada intima ¢ composta de células endoteliais de
revestimento, com uma quantidade minima de tecido conjuntivo subendotelial. A intima
¢ separada da camada média por uma membrana elastica densa (Idmina eldstica interna)
que ¢ interrompida por fenestracdes através das quais as células do musculo liso podem
migrar da camada média para a intima. O limite externo da camada média de muitas
artérias ¢ marcado por uma lamina elastica externa bem definida que, de maneira geral, ¢
um pouco menos bem desenvolvida e delineada do que a membrana interna. Nas artérias
grandes e médias, as camadas de musculo liso da tinica média que ficam perto da luz do
vaso dependem muito da difusdo direta de nutrientes a partir da luz do vaso. A difusdo
de oxigénio da luz para as camadas mais externas da média ¢ insuficiente nos vasos mais

calibrosos e, por isso, pequenas arteriolas origindrias na adventicia a partir dos ramos
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que saem atravessam esta ultima camada e enviam brotos para a metade ou dois tercos
externos da média, uma regido que nao ¢ nutrida a partir da luz. Estes vasos que
perfundem as paredes vasculares sdo chamados vasa vasorum (VV), o que significa
“vaso dos vasos”. Além da camada média, fica a camada adventicia, uma camada pouco

definida de tecido conjuntivo no qual existem fibras nervosas e vasa vasorum dispersos.

(14).
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4. O EFEITO E A DINAMICA DOS VASA VASORUM

O Vasa Vasorum (VV) sdo pequenas artérias que entram na parede vascular pela
superficie externa (VV externos) ou superficie luminal (VV internos), e ramificam para
irrigar a tinica média. Os VV sdo dinamicos e podem transitoriamente ser comprimidos
pela parede arterial subjacente e/ou dilatar ou se contrair por diferentes estimulos. Estas
varias capacidades dos VV desempenham um importante papel na regulacao da perfusao

da parede arterial (21).

Os VV circundam e penetram a camada adventicia e a camada externa das
grandes artérias e veias: aorta, veia cava, artérias coronarias, femorais, cardtidas e
algumas artérias intracerebrais (22). Os VV externos consistem-se de uma rede de
pequenas artérias acompanhadas de duas veias, originando-se de diferentes locais: aorta
ascendente e arco (corondrias e tronco supra-adrticos), aorta descendente (intercostais) e
aorta abdominal (lombares e mesentéricas). A parede dos VV consiste de uma camada
de musculatura lisa que envolve uma camada simples de endotélio, indicando que esses

vasos tem capacidade de regulagdo do tonus (23).

A funcdo dos VV estd relacionada a nutricdo da parede arterial. A aorta
abdominal humana apresenta um menor niimero de VV e ¢ também a drea mais propensa
ao desenvolvimento da aterosclerose e aneurismas (24). A tensdo de oxigénio e a
espessura da parede do vaso sanguineo parecem ser importantes determinantes da
presenca de VV, desempenhando um importante papel nas doengas que levam a um
espessamento da parede ou a hipoxia. As presencas de varias camadas de células
musculares lisas implicam em que os VV regulem ativamente o seu tonus, ao invés de

servirem como canais passivos de transporte do fluxo sanguineo (25-36). A presenca dos
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VV na parede arterial dos vasos sanguineos ¢ considerada fundamental para a

manuteng¢ao saudavel e fisioldgica do vaso (37).
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5. OS VASA VASORUM E A AORTA

A nutri¢do das camadas externas, ou seja, dos 2/3 externos da camada média da
aorta tordcica se da pelos VV. Sabe-se que a diminui¢ao do aporte de fluxo sangiiineo

para a parede aortica produz uma degeneragdo e necrose da camada média (38).

Os VV sdo mais abundantes na aorta ascendente € no arco aortico, justamente os
segmentos mais suscetiveis ao desenvolvimento da dissec¢do de aorta. A isquemia
aortica ¢ limitada as camadas externas provavelmente porque as camadas internas se

nutrem por difusdo diretamente do limen e pelos VV internos (3-4, 38).

Os VV tém um importante papel em varias doencas, pois o fluxo sanguineo
insuficiente através dos VV aodrticos pode contribuir para a necrose da camada média da

aorta e na aterosclerose aortica (28).

A remocao da gordura periadrtica que contém os VV da aorta ascendente de caes
resultou em uma extensa necrose da camada média € uma diminui¢ao na distensibilidade
da aorta. Estudos prévios em aorta de caninos indicam que a reducao do fluxo pelos VV
produz mudancas agudas na distensibilidade e em mudancas estruturais na parede

aortica (33, 37).

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) cronica ¢ indiscutivelmente o principal
fator predisponente para a disseccdo de aorta e ¢ responsavel pela hipertrofia e

hiperplasia das células musculares lisas da aorta (15-16, 18, 38).

Nas crises hipertensivas, a isquemia ¢ agravada devido ao aumento da demanda
metabolica e a vasoconstrigdo dos VV (4, 8, 38). Alguns autores sugerem que a
diminui¢do no fluxo dos VV aoérticos durante a hipertensdo pode resultar na distensio
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aortica e no colabamento dos VV. A deformagdo e o estiramento da parede da aorta
toracica podem comprimir os VV durante uma crise hipertensiva. Esse aumento na
tensao transmitido para as cé€lulas musculares lisas da aorta, assim como para as fibras
de colageno e elastina, pode distorcer ou comprimir os VV, resultando em um aumento
da resisténcia vascular, devido ao aumento da tensdo circunferencial, diminuindo assim

a pressao de perfusao dos VV (28).

A aorta toracica de pacientes hipertensos de longa data desenvolve uma regido
interna com elasticidade normal e uma camada externa isquémica com aumento da
rigidez. Estas diferencas de elasticidade entre as duas regides levam a uma forga de
cisalhamento interlaminar, podendo levar ao descolamento delas e, conseqiientemente, a

disseccao aortica (38).
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6. OBJETIVOS

Por ser a dissec¢@o adrtica uma patologia que incide em um grande nimero de
pessoas e por apresentar uma alta taxa de mortalidade com os tratamentos atuais, urge a
necessidade de se desenvolver um método terapéutico menos invasivo e mais efetivo
para o tratamento desta patologia, e, para esse desenvolvimento, necessitamos entender

melhor a génese desta patologia.

e Avaliar as mudancas histologicas da aorta toracica apos a remog¢ao dos

Vasa Vasorum num modelo experimental porcino.

e Analisar os seguintes parametros histologicos: grau de injuria, grau de

angiogénese e grau de inflamacao.

e Comparar as alteragdes histologicas em lesdes agudas (até 2 semanas)

com lesdes cronicas (>2 semanas).
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7. MATERIAL E METODOS

7.1 Modelo Animal

O estudo foi aprovado pelo Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagao (GPPG) do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), projeto 06548, ¢ o experimento foi
realizado de acordo com o protocolo de anestesia animal do Hospital Veterinario da

Universidade de Passo Fundo (UPF).

O experimento foi conduzido com 8 suinos jovens, idade média de 8 semanas,
resultantes do cruzamento das racas Landrace e Large White, pesando em média 25 Kg
(21 — 27Kg) e todos os animais eram fémeas. Um animal foi excluido da andlise devido
ao Obito no transoperatorio por ruptura da aorta toracica e choque hipovolémico durante
a retirada da camada adventicia da aorta toracica descendente. Os sete animais restantes
foram divididos em grupos de 2 semanas apds a lesdo (3 animais), 4 semanas (2
animais), 6 semanas (1 animal) e 8 semanas (1 animal) da lesdo. Todas as intervengdes

foram realizadas com o animal sob anestesia geral.

Os suinos ficaram em jejum alimentar de 12 horas - dieta so6lida; 4 horas - dieta
liquida. Os animais foram pesados apds a inducdo pré-anestésica. A via de acesso
venoso utilizada para infusdo de liquidos e drogas foi a veia marginal da orelha, obtida
por meio de um cateter de teflon (ABBOCATH®). Os suinos foram pré-medicados com
Acepran (0.1mg/kg), Midazolam (0,3mg/kg) e Morfina (0,5mg/kg) por via

intramuscular. Ap6s 10 minutos, foi realizado o acesso venoso na veia marginal da
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orelha para administracdo de fluidoterapia, SF 0,9% (5ml/kg/h), conforme demonstrado

na Figura 1.

Figura 1: Animal sob anestesia geral e com acesso venoso através da veia marginal da
orelha esquerda.

A indugdo tem como parametros o desaparecimento do reflexo laringotraqueal
e/ou discreto desaparecimento do reflexo 6culo palpebral, seguindo-se de intubagdo por

via orotraqueal com lamina longa.

Os animais foram ventilados com oxigénio por meio de ambu, e a posi¢ao do
tubo n° 7-7.5 certificada pela ausculta pulmonar. A reposi¢ao hidrica foi com solugdo

fisiologica a 0,9% 20 ml/kg/hora.

Os animais foram pré-oxigenados durante 5 minutos, antes da inducdo
anestésica, realizada com propofol (Img/kg). A manutencdo da anestesia geral foi
realizada com infusao de propofol (0,8mg/kg/min). Para analgesia no transoperatério, foi

utilizado fentanil (50 mcg/kg) e bupivacaina como anestésico local (Img/kg). No pos-
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operatorio imediato, foi aplicado cetoprofeno (2mg/kg) por via intramuscular. Apos a
intubagao endotraqueal, os animais foram mantidos sob ventilacdo mecanica e propofol,
com monitorizagdo eletrocardiografica e hemodindmica continua durante o

procedimento.

7.2 Técnica Ciruargica

Foi utilizado antibioticoterapia com cefazolina 1g IV na indu¢do anestésica.

O torax foi preparado por degermacdo e escovacdo com sabdo anti-séptico,
assepsia com alcool iodado a 2% e colocagdao de campos cirtrgicos fixados com pingas

de Backaus.

E feita uma incisdo téraco-lateral a esquerda no 6° espaco intercostal, divulsdo
muscular e entrada na cavidade pleural e realizado o descolamento com dissec¢ao romba
da aorta toracica, com cuidado para evitar lesdo das artérias intercostais e prevenir
paraplegia pos-operatoria, até a visualiza¢do da artéria subclavia esquerda cranialmente,

e por mais Scm caudalmente, conforme demonstrado nas Figuras 2 e 3.
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Figura 2: Acesso cirurgico através de toracotomia antero-lateral esquerda.

=

Figura 3: Aorta toracica descendente distalmente a origem da artéria subclavia esquerda.
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Para criagdo do ponto de isquemia da aorta, retiramos apenas a camada
adventicia que ¢ incisada transversalmente em cerca de 1/3 da circunferéncia da aorta.
Realizamos entdo a ligadura das artérias intercostais e a retirada da camada adventicia,
por cerca de Scm caudalmente a artéria subclavia. Apds a retirada da camada adventicia,
envolve-se a aorta com o pericardio bovino ao redor da area sem adventicia para a
prevenc¢ao de uma neovascularizacao por meio dos tecidos adjacentes, conforme Figuras

4,5¢6.

Figura 4: Incisdo transversal na parede adrtica para retirada da camada adventicia.
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Figura 5: Aorta toracica descendente sem a camada adventicia.

Figura 6: Colocacio do revestimento de pericardio bovino na aorta.
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Apo6s o controle da hemostasia e a revisao do espago pleural, coloca-se um dreno
toracico com aspiracdo continua para realizagdo de pressao negativa até¢ o término do
fechamento da parede toracica que ¢ suturada com fio de Mononylon numero 0 e a

sintese da pele com fio de Mononylon 2-0.

No pos-operatorio, os animais ficaram alojados em baias, monitorados e tomados

as seguintes providéncias:

1. Quanto a sinais de dor, desconforto, dispnéia, fraqueza de membros e palidez de

membranas.

2. Analgesia conforme a necessidade.

3. Liberado NPO 24h ap6s a cirurgia.

4. Um grupo de animais permanece 2 semanas ¢ o outro grupo de 4-8 semanas alojados

nas baias e recebendo os cuidados.

7.3 Analise Histolégica

A eutanasia foi realizada com o animal ainda anestesiado, conforme o protocolo
prévio ja descrito. Apds a eutanasia, foi realizada a retirada do segmento aortico, sendo
retirada, além do segmento lesionado, uma por¢ao proximal e uma porg¢ao distal a lesdo.
A pega ¢ colocada em formol tamponado 10% e enviada para o laboratorio de patologia.
A seguir, uma lamina de cada segmento (proximal, médio e distal) das aortas foi corada
pela Hematoxilina e Eosina (HE) (Figura 7) e uma pelo método de Weigert — van
Gieson, para destaque do sistema elastico e, portanto, melhor visualizacdo das trés

camadas arteriais. Weigert - van Gieson cora fibras elasticas em negro pelo corante de
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Weigert (fucsina basica/resorcina), e as fibras colagenas em vermelho pelo corante de
van Gieson (fucsina acida). O tecido de fundo, independente do tipo, fica corado em
amarelo pelo 4cido picrico, que serve de corante de fundo. Os nucleos sdo corados pela

hematoxilina férrica de Weigert. (Figura 8).

Uumen do Vaso

Figura 7: Coloracio de Hematoxilina e Eosina (HE) com aumento original de 25X do segmento sem
lesdo da aorta toracica.
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Figura 8: Coiorag:éio de Weigert — van Gieson com aumento original de 25X do segmento com lesao
da aorta toracica.

As laminas coradas pela hematoxilina e eosina foram usadas para avaliagdo
qualitativa dos fragmentos. O conteudo de células musculares lisas foi graduado de
acordo com a descri¢dao de Suzuki et al (39). O grau de angiogénese foi adaptado a partir
de um consenso publicado por Schwartz ¢ Edelman (40). O grau de injuria da parede
vascular foi determinado por dois métodos descritos por Schwartz ¢ Edelman (40) e
Gunn et al (41). As laminas coradas pelo método de Weigert foram utilizadas para as
medidas morfométricas, que foram feitas com a camera Pixelink PL-A662 acoplada ao

microscopio Axiothotz Zeiss, com objetiva de 25x, 50x e 100x.

A avalia¢do dos parametros histologicos e as medidas morfométricas dos cortes
histologicos foram realizadas por um médico patologista com experiéncia em patologias

arteriais, independente e cego para o tempo de lesdo.
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A analise histoldgica baseou-se nos seguintes parametros de avaliacao publicados

previamente em estudos experimentais em coronarias:

Angiogénese (40).

Grau 0: Ausente.

Grau 1: Angiogénese envolvendo o 1/3 externo da camada média da artéria.

Grau 2: Angiogénese moderada envolvendo de 1/3 até 2/3 da camada média da

artéria.

Grau 3: Angiogénese acentuada envolvendo >2/3 da camada média da artéria.

Grau de injuria (40)

Grau 0: Lamina elastica interna intacta; camada média preservada em sua

totalidade.

Grau 1: Lamina eléstica interna intacta; camada média desorganizada em seu 1/3

externo.

Grau 2: Lamina elastica interna intacta; camada média desorganizada nos 2/3

externos.

Grau 3: Lamina elastica interna intacta; camada média desorganizada na sua

totalidade.
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Grau 4: Lamina elastica interna lacerada; camada média desorganizada na sua

totalidade.

Grau de inflamacgao (42)

Grau 0: auséncia de células inflamatorias.

Grau 1: Infiltrado celular leve localizado no 1/3 externo da camada média.

Grau 2: Infiltrado celular moderado localizado nos 2/3 externos da camada

média.

Grau 3: Infiltrado celular denso localizado em toda a camada média.

O grau de cada seccdo histologica corresponde a uma média considerando a

analise de todo os as cortes individuais.
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8. RESULTADOS

Oito animais foram submetidos a retirada da camada adventicia da aorta toracica
descendente. Sete animais sem dificuldade técnica, ndo se observando nenhuma
intercorréncia como sangramento e paraplegia em decorréncia da ligadura de artérias

intercostais.

Um animal foi excluido da analise devido ao 6bito no transoperatorio por ruptura
da aorta toracica e choque hipovolémico durante a retirada da camada adventicia da

aorta toracica descendente.

Os sete animais utilizados para o experimento foram divididos da seguinte
maneira: 3 animais foram submetidos a eutanésia para retirada da peca com 2 semanas
de pos-operatorio, 2 animais foram submetidos a eutanasia para retirada da peca com 4
semanas de pos-operatorio, 1 animal foi submetido a eutanasia para retirada da peca com
6 semanas de pds-operatorio € 1 animal foi submetido a eutanésia para retirada da pega
com 8 semanas de pos-operatorio. Todos os animais estavam saudédveis, com ganho

ponderal adequado para a idade e sem evidéncia de paraplegia.

Durante a retirada das pegas observamos uma intensa bainha fibrética ao redor
do segmento lesionado, porém, gragas ao uso do pericardio bovino, ndo houve aderéncia

dos tecidos adjacentes ao segmento lesionado (Figura 9).
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Pericardio bovino

Figura 9: Peca cirlirgica — aorta toracica descendente.

Apo6s duas semanas, observamos fibrose subendotelial com a lamina eléstica
interna preservada, assim como a camada média nos seus 2/3 internos. Havia um leve
desarranjo das fibras coldgenas e elasticas no 1/3 externo da camada média (Grau de
injaria 1 — Figura 10) com um leve infiltrado de linfocitos e neutréfilos (Grau de
inflamacao 1). Identificaram-se também focos de angiogénese no 1/3 externo da camada

média (Grau de angiogénese 1 — Figura 11).
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Figura 11: Coloragao de Hemafoxﬂma e Eosmﬁ (HE) com aumeilto orlglnal de 50X demonstrando
um grau de angiogénese 1.
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Nos animais sacrificados, apos quatro semanas persistia a fibrose subendotelial
com a lamina elastica interna preservada, assim como da camada meédia no seu 1/3
interno. Foi identificado um desarranjo estrutural das fibras elasticas e colagenas nos 2/3
externos da camada média (Grau de injuria 2 — Figura 12). Em relacdo a inflamagao, foi
observado um infiltrado de linfocitos, histiocitos e neutrofilos nos 2/3 externos da
camada média (Grau de inflamagdo 2). Com relacdo a angiogénese, foram observados

focos nos 2/3 externos da camada média (Grau de angiogénese 2 — Figura 13).

’K’j" 17 {4415 ‘4. - 1

Figura 12: Coloracio de Weigert — van Gieson com aumento original de 100X demonstrando um
grau de injuria 2.
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Flgura 13: Colorag:ao de Hematoxilina e Eosina (HE) com aumento original de 100X demonstrando
um grau de angiogénese e de inflamacio 2.

Apos seis semanas, os seguintes achados foram identificados: necrose da parede
da aorta com fibrose subendotelial com preservacdo da lamina elastica interna (Grau de
injuria 3 — Figura 14). Com rela¢do a inflamagdo, foi identificada uma necrose com
infiltrado linfocitico, histiocitario e neutrofilico em toda a camada média (Grau de
inflamacdo 3). Com relacdo a angiogénese, observaram-se focos em toda a camada

média e na por¢ao subendotelial (Grau de angiogénese 3 — Figura 15).
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Figura 15: Coloracio de Hematoxilina e Eosina (HE) com aumento original de 100X demonstrando
um grau de angiogénese 3.
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Finalmente, apos oito semanas havia fibrose de toda a parede da aorta com
destruicao da lamina elastica interna (Grau de injuria 4 — Figuras 16 ¢ 17). Observamos
uma area de inflamacao moderada proxima ao endotélio (Grau de inflamagao 3). Com
relacdo a angiogénese, foram observados focos em toda a camada média e na porgao

subendotelial (Grau de angiogénese 3).

frdi Endotélio

Fibrose da parede

Weigert — 25X

Grau de Injuria 4 8 semanas de lesédo

‘—‘-"

Figura 16: Coloracio de Weigert — van Gieson com aumento original de 25X demonstrando um grau
de injiria 4 com fibrose da parede aédrtica.
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Endotélio

Fibrose da parede

Weigert — 100X

Grau de Injuria 4 8 semanas de lesio

Figura 17: Coloracio de Weigert — van Gieson com aumento original de 100X demonstrando um
grau de injuria 4 com fibrose da parede aértica.

Portanto, pudemos evidenciar um aumento progressivo nos graus de lesdo: grau
de injuria, grau de inflamagdo e grau de angiogénese. Os graus de lesdo aumentaram
progressivamente com o tempo de exposi¢do a isquemia por interrup¢do do fluxo
sanguineo por meio dos VV da camada adventicia, como podemos observar nos

Graficos (01, 02, 03, 04, 05, 06 ¢ 07).
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Grifico 1. Demonstrando o aumento progressivo dos graus de angiogénese, inflamacfo e injiria
conforme aumenta o tempo de lesao.
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Grafico 2. Demonstrando o aumento progressivo do grau de inflamacio conforme aumenta o tempo
de lesdo.
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Grifico 3. Demonstrando o aumento progressivo do grau de inflamaciio conforme aumenta o tempo

de lesao.

Grau de Inflamagao

@ Grau de Inflamacé&o

4 semanas 6 semanas 8 semanas

2 semanas

Grifico 4. Demonstrando o aumento progressivo do grau de angiogénese conforme aumenta o

tempo de lesao.

Grau de Angiogénese

‘ @ Grau de Angiogénese‘
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Grifico 5. Demonstrando o aumento progressivo do grau de angiogénese conforme aumenta o
tempo de lesao.
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Grafico 6. Demonstrando o aumento progressivo do grau de injuria conforme aumenta o tempo de
lesdo.
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Grifico 7. Demonstrando o aumento progressivo do grau de injiria conforme aumenta o tempo de
lesdo.
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9. DISCUSSAO

A inflamacdo vascular ¢ um processo complexo que envolve a migracao,
extravasamento e ativacao local de leucocitos mononucleares na parede do vaso (43). O
infiltrado celular de macrofagos e linfocitos representa os principais tipos celulares nos

aneurismas humanos, e localizam-se principalmente na camada adventicia (44).

Além da infiltragao leucocitaria e da producao de citocinas, a camada adventicia
¢ altamente reativa no processo de formacao dos aneurismas, onde se identifica uma
marcante proliferagdo de fibroblastos. Acredita-se que a camada adventicia tem um
papel chave na génese e na manutengdo da inflamacao vascular vista nos aneurismas e

na doenca vascular aterosclerotica (21, 45).

A dissec¢do da aorta ¢ a catastrofe mais devastadora das doencas
cardiovasculares. O mecanismo pelo qual ocorre a disseccdo ainda ndo ¢ totalmente
entendido. Existem varios fatores a serem considerados na sua génese tais como:
distarbios hemodindmicos e os fatores relacionados as propriedades mecanicas e

geométricas da aorta (anisotropia € a organizagao estrutural da parede adrtica) (46).

O primeiro estudo dos fatores hemodinamicos implicados na dissec¢do aortica
foi realizado por Prokop et al (47) onde um segmento adrtico foi lesado e perfundido ex-
vivo sob fluxo pulsatil e pressdo constante. Neste estudo, entretanto, a dissec¢do aortica
ndo progrediu em aortas com fluxo e pressdo constante. Em outro estudo experimental
em caninos, Carney et al (48) demonstraram que a redugdo da pressdo aodrtica
correlacionou-se com a diminui¢do da propagacao da dissecg¢do aodrtica. O Gara (49)
demonstrou que a propagacdo da disseccdo da aorta ndo estd apenas relacionada a

pressdo adrtica sistélica maxima, mas também esta relacionada com a pressao de pulso e
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com a freqliéncia cardiaca. D Andrea et al (50), concluiram que o tempo de ejecao
sistolica, assim como a freqiiéncia cardiaca podem resultar em mudangas na fracdo de
ejecao sistolica. Tiessen and Roach, em 1993 (51), determinaram que o inicio da
disseccdo adrtica se correlaciona principalmente com a pressao adrtica sistolica maxima.
Entretanto, estes estudos examinaram aortas ex-vivo sem fluxo sanguineo transadrtico e
onde as pressdes aorticas maximas associadas com o inicio da dissec¢ao sdo maiores do

que os limites superiores do pico sistolico adrtico in-vivo.

Existem dois fatores mecanicos principais que influenciam na dissec¢do adrtica:
a anisotropia (as diferencas de pressdo em diferentes pontos da parede da aorta) e a
organizacdo estrutural da parede da aorta normal que ¢ composta por diferentes

camadas, isto €, a parede ndo tem homogeneidade.

A anisotropia, com subseqiiente descolamento das camadas da aorta, ¢ o
principal mecanismo na dissec¢do adrtica. A conseqiiéncia imediata dessa anisotropia € a
diferenca nos campos de estresse na parede aortica. A lesdo de entrada ocorre
comumente na interface das camadas, especialmente se existir a perda da sua integridade

estrutural.

Com base nestes principios mecanicos da parede aortica Stefanadis et al (52)
desenvolveram um modelo experimental de isquemia da parede por interrupgao dos vasa
vasorum, retirando a gordura periadrtica da aorta ascendente de caninos, e avaliaram as
alteragdes na elasticidade da parede adrtica. Este estudo, que avaliou as alteragdes com 2
semanas de isquemia da parede adrtica, demonstrou a diminuicdo da elasticidade da
parede adrtica, necrose isquémica da tinica média da aorta acompanhada de desarranjo e
fragmentacdo local das fibras elasticas da tunica média. Estes resultados corroboram

com achados de estudos prévios (53-54). Investigagdes anteriores também sugerem que
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a diminui¢cdo do fluxo sanguineo na parede aortica durante a crise hipertensiva pode
contribuir para a necrose da camada média da aorta (27). Stefanadis et al (52) também
demonstraram, além do desarranjo das fibras de colageno e elastina, o aumento da
rigidez da aorta ascendente na aorta de caes apos 2 semanas da remocao dos vasa
vasorum (VV). Estes resultados foram confirmados pelo estudo de Angouras et al (38),
que estudou as alteragdes morfologicas secunddrias a interrupcao dos VV da aorta
toracica em suinos. Apds duas semanas, a isquemia da parede adrtica levou a alteracdes
morfoldgicas no conteudo do coldgeno e da elastina do 1/3 externo da camada média da

aorta descendente, resultando em enrijecimento desta regido.

Neste estudo, ao contrario do estudo de Stefanadis et al (52), foi colocado um
material sintético (cloreto de polivinil) para o revestimento da aorta em seu segmento
lesionado, com o objetivo de evitar aderéncia por fibrose com os tecidos adjacentes. Em
nosso estudo, também com o objetivo de evitar fibrose e neovascularizagdo da parede
arterial a partir de tecidos vizinhos, optamos pela colocacdo do pericardio bovino, por se

tratar de um material mais biocompativel e que teria o mesmo efeito.

As propriedades elasticas da aorta sdo determinadas principalmente pelos
componentes da camada média da aorta. A razdo elastina-colageno, as células
musculares lisas, a composi¢do da matriz extracelular, assim como o espessamento da
parede e o diametro aortico desempenham um importante papel nas propriedades

elasticas da parede aortica.

Em nosso estudo, foi possivel demonstrar, pela primeira vez, as alteragdes
histologicas que ocorrem na parede adrtica em longo prazo. Nenhum outro estudo
avaliou as alteragdes isquémicas da parede adrtica além de 2 semanas de isquemia.

Pudemos evidenciar que, com a interrup¢do do fluxo sanguineo através dos VV na
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parede adrtica, ocorreu um desarranjo estrutural com perda das fibras elésticas da
camada média que se iniciaram nas por¢des mais externas (2 semanas), € que, com um
maior tempo de lesdo (4, 6 ¢ 8 semanas), levaram a um progressivo desarranjo das
camadas mais internas da camada média, até que houvesse laceracdo completa da lamina
elastica interna e fibrose de toda a parede da aorta com destruicdo quase completa das

fibras elasticas.

Ao contrario dos achados encontrados no estudo de Angouras et al (38)e
Stefanadis et al (52), nosso estudo demonstrou a presenca de fibrose subendotelial, com
um leve infiltrado inflamatério de linfocitos e neutrofilos ao nivel da camada mais
externa da camada média, assim como leves focos de angiogénese na camada externa

nos animais com 2 semanas de lesdo.

Nos animais com 4, 6 ¢ 8 semanas, observamos um desarranjo progressivo das
fibras elasticas da camada média, das por¢cdes mais externas em dire¢do as por¢des mais
internas. No animal com 6 semanas, identificou-se um desarranjo de toda a camada
média, com focos de necrose, porém a ldmina eldstica interna ainda permanecia intacta.
Finalmente, no animal com 8 semanas de lesdo, identificou-se uma fibrose completa da
parede da aorta com lacera¢do da lamina eléstica interna. Estes achados corroboram com
a hipotese de estudos prévios (38, 52) que, com o desarranjo, a parede adrtica perde a

sua elasticidade normal.

Com relagdo a inflamagdo, observa-se que a partir da quarta semana de lesdo,
além do infiltrado de linfocitos e neutrofilos na camada média identifica-se, também,
uma infiltragdo histiocitaria que se inicia nas camadas externas da camada média e que
progride em dire¢do ao endotélio. Apods oito semanas de lesdo, identificam-se focos de

inflamac¢do na camada subendotelial. Estes achados demonstram que a isquemia da
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parede aodrtica por meio da interrupcao do fluxo sanguineo pelos VV tem um papel

chave na génese e na manutencao da inflamagdo vascular.

Com relacdo a angiogénese, identificam-se focos desde a segunda semana de
lesdo nas camadas mais externas da camada média e um aumento progressivo destes
focos em dire¢do as camadas mais internas da parede arterial, sendo que ja com 6
semanas de lesdo, identificam-se focos na por¢do subendotelial, representando,

provavelmente, um mecanismo compensatorio em resposta a isquemia da parede aortica.
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10. CONCLUSAO

O nosso estudo confirma que a isquemia induzida pela interrupgao total do fluxo
sanguineo por meio dos vasa vasorum (VV) leva a degeneragdes da tinica média,
determinando perda da estrutura normal da parede adrtica que ¢ variavel em sua
localizagdo, intensidade e forma, dependendo do tempo de evolugdo da lesdo. Neste
estudo, observamos que havia fibrose subendotelial que ja aparecia com duas semanas
de lesdo e que persistia relativamente inalterada até a oitava semana. A neoformacao
vascular na parede representada pela angiogénese ocorria desde a segunda semana e
aumentava progressivamente até¢ a oitava semana; o mecanismo desta proliferacdo de
neo vasos nao estd bem esclarecido, mas certamente ndo tem como origem os tecidos

periadrticos que foram isolados pelo pericardio bovino.

Em resumo, estudamos as alteragdes histologicas decorrentes da interrupgao dos
VV da aorta descendente em suinos desde a segunda semana da lesdo até que ocorresse a
fibrose completa da parede. Este estudo pode contribuir para um melhor entendimento
do papel dos VV na degeneragdo da parede aortica e dos mecanismos envolvidos na

disseccao.
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1. Introducéao:

A dissec¢do da aorta ¢ a catastrofe mais devastadora das doencas
cardiovasculares, mas o mecanismo pelo qual a dissec¢ao ocorre ainda ndo ¢ totalmente
entendido. Existem varios fatores a serem considerados na sua gé€nese tais como:
distarbios hemodindmicos e os fatores relacionados as propriedades mecanicas e
geométricas da aorta (anisotropia € a organizagdo estrutural da parede aortica) (1). Os
Vasa Vasorum (VV) t€ém um importante papel em varias doengas, pois o fluxo sanguineo
insuficiente através dos VV adrticos estd envolvido na fisiopatologia da aterosclerose, e
pode contribuir para a necrose da camada média da aorta. Este estudo tem como objetivo
demonstrar, pela primeira vez, as alteracdes histologicas que ocorrem na parede aortica a
longo prazo, ou seja, além das 2 semanas de interrup¢ao do fluxo sanguineo através do
VV da aorta descendente em modelo suino. Os VV sdo pequenas artérias que penetram
na parede arterial por meio do endotélio (vasa vasorum interno) e da camada adventicia
(vasa vasorum externo). Os VV da camada adventicia ramificam-se em vasos menores

que irrigam as camadas mais externas da tinica média (2-3).

2. Material e Métodos:

O experimento foi conduzido com 8 suinos jovens, idade média de 8 semanas,
resultantes do cruzamento das ragas Landrace e Large White, pesando em média 25 Kg
(21 — 27Kg) e todos os animais eram fémeas. Um animal foi excluido da andlise devido
ao Obito no transoperatdrio por ruptura da aorta toracica e choque hipovolémico durante
a retirada da camada adventicia da aorta tordcica descendente. Os sete animais restantes
foram divididos em grupos de 2 semanas apds a lesdo (3 animais), 4 semanas (2

animais), 6 semanas (1 animal) e 8 semanas (1 animal) semanas da lesao.
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O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do

Rio Grande do Sul (UFRGS) e do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

2.1 Técnica cirurgica:

Os suinos foram pré-medicados com Acepran (0.1mg/kg) e Midazolam
(0,3mg/kg) e Morfina (0,5mg/kg) por via intramuscular. O acesso venoso foi obtido na
veia marginal da orelha para administracdo de medica¢ado e fluidos, (SF 0,9% Sml/kg/h).
Os animais foram pré-oxigenados durante 5 minutos antes da inducdo anestésica,
realizada com propofol (Img/kg). A seguir, foram ventilados sob intubag@o orotraqueal
com oxigénio e a posi¢do do tubo n°® 7-7.5 certificada pela ausculta pulmonar. A
manutencdo da anestesia geral foi realizada com infusdo de propofol (0,8mg/kg/min), e
monitorada com eletrocardiograma e oximetria. O torax foi preparado com degermacao
e escovagdo com sabdo anti-séptico, assepsia com alcool iodado a 2% e colocagdo de
campos cirurgicos. A seguir, procedeu-se a uma incisdo toraco-lateral a esquerda no 6°
espago intercostal, divulsdo muscular e entrada na cavidade pleural. Apds, fez-se o
descolamento com dissec¢do romba da aorta toracica, com cuidado para evitar lesdo das
artérias intercostais e prevenir paraplegia pds-operatoria, até a visualizacdo da artéria
subclavia esquerda cranialmente, e por mais Scm caudalmente. Para remogao dos VV,
retiramos a camada adventicia que era incisada transversalmente em cerca de 1/3 da
circunferéncia da aorta. Foi entdo realizada a ligadura das artérias intercostais e a
retirada da camada adventicia, por cerca de Scm na por¢do média da aorta descendente.
Ap0s a retirada da camada adventicia a aorta foi envolvida com o pericardio bovino ao
redor da area sem adventicia (Figura 01). Apos o controle da hemostasia e a revisdo do
espago pleural, colocou-se um dreno toracico com aspiragdo continua para realizagao de

pressdo negativa até o término do fechamento da parede toracica.
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2.2 Analise histologica:

A eutanasia foi realizada com o animal ainda anestesiado, conforme o protocolo
prévio ja descrito. Apds a eutanasia, foi realizada a retirada do segmento adrtico
envolvido por pericardio e cerca de 5 cm de aorta proximal e distal. A peca foi, entdo,
imersa em formol tamponado 10%, e enviada para o laboratério de patologia. A seguir,
uma lamina de cada segmento (proximal, médio e distal) das aortas foi corada pela
Hematoxilina e Eosina (HE) e uma pelo método de Weigert — van Gieson, para
coloracdo das fibras elasticas, portanto, melhor visualizacdo das trés camadas arteriais.
Weigert - van Gieson cora fibras elasticas em negro pelo corante de Weigert (fucsina
basica/resorcina), e as fibras colagenas em vermelho pelo corante de van Gieson (fucsina
acida). O tecido de fundo, independente do tipo, fica corado em amarelo pelo acido
picrico, que serve de corante de fundo. Os nucleos sdo corados pela hematoxilina férrica
de Weigert.

As laminas coradas foram analisadas pela camera Pixelink PL-A662 acoplada ao
microscopio Axiothotz Zeiss, com objetiva de 25x, 50x e 100x. A avaliagdo dos
parametros histologicos e as medidas morfométricas dos cortes histologicos foram
realizadas por um médico patologista com experiéncia em patologias arteriais e cegado

para os grupos selecionados.

3. Resultados:

Durante a retirada das pegas, observamos uma intensa bainha fibrética ao redor
do segmento lesionado, porém, gragas ao uso do pericardio bovino, nao havia aderéncia

dos tecidos adjacentes ao segmento lesionado.
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Apo6s duas semanas, observamos fibrose subendotelial com a lamina eléstica
interna preservada, assim como a camada média nos seus 2/3 internos ¢ um leve
desarranjo no 1/3 externo da camada média com um leve infiltrado de linfécitos e
neutrdfilos. Identificaram-se também focos de angiogénese no 1/3 externo da camada
média.

Nos animais sacrificados apds quatro semanas, persistia a fibrose subendotelial
com a lamina eléstica interna preservada, assim como a camada média no seu 1/3 interno.
Foi identificado um desarranjo estrutural das fibras elasticas e colagenas nos 2/3 externos
da camada média. Com relagdo a inflamagao, foi observado um infiltrado de linfocitos,
histiocitos e neutrofilos nos 2/3 externos da camada média. Com relacdo a angiogénese,
foram observados focos nos 2/3 externos da camada média (Figura 02).

ApOs seis semanas, os seguintes achados foram identificados: necrose da parede
da aorta com fibrose subendotelial. Com relagdo a inflamacao, foi identificada uma
necrose com infiltrado linfocitico, histiocitario e neutrofilico em toda a camada média.
Com relagdo a angiogénese, observaram-se focos em toda a camada média e na porgao
subendotelial.

Finalmente, apds oito semanas, havia fibrose de toda a parede da aorta com
destruicao da lamina elastica interna. Observamos uma area de inflamagdo moderada
proxima ao endotélio. Com relacdo a angiogénese, foram observados focos em toda a
camada média e na por¢do subendotelial (Figura 03).

Em resumo, pode-se evidenciar um aumento progressivo nos graus de lesdo que
se iniciaram na por¢do externa da camada média e progrediram em direcdo as camadas

mais internas conforme aumentava o tempo de exposi¢ao a isquemia.

77



4. Discussao:

A inflamacgdo vascular ¢ um processo complexo que envolve a migragao,
extravasamento e ativacao local de leucocitos mononucleares na parede do vaso (4). O
infiltrado celular de macrofagos e linfocitos representa os principais tipos celulares nos
aneurismas humanos, e sdo localizados principalmente na camada adventicia (5). Além
da infiltracdo leucocitaria e da producdo de citocinas, a camada adventicia ¢ altamente
reativa no processo de formagdo dos aneurismas, onde se identifica uma marcante
proliferacdo de fibroblastos. Acredita-se que a camada adventicia tem um papel chave na
génese e na manutencdo da inflamagdo vascular vista nos aneurismas e na doenga
vascular aterosclerdtica (6-7). O estudo tridimensional dos VV foi possivel por meio de
estudos de micro — tomografia computadorizada (8-9), assim como para o melhor
entendimento da anatomia e da distribuicdo por meio da micro-arteriografia. Os VV da
camada adventicia comunicam-se por meio de um plexo. A emboliza¢do dos VV reduz a
densidade desses vasos no ponto de embolizacdo, € aumenta o nimero de ramos em
areas previamente menos irrigadas (10). Estes achados demonstram um impacto na
distribuicao da perfusdo e da drenagem na parede arterial.

O mecanismo pelo qual ocorre a dissec¢do ainda ndo € totalmente entendido.
Existem varios fatores a serem considerados na sua génese tais como: disturbios
hemodinamicos e os fatores relacionados as propriedades mecanicas e geométricas da
aorta (anisotropia e a organizac¢ao estrutural da parede adrtica) (1).

Existem dois fatores mecanicos principais que influenciam na dissec¢do aortica:
a anisotropia (as diferencas de pressdo em diferentes pontos da parede da aorta) e a
organizagdo estrutural da parede da aorta normal que ¢ composta por diferentes

camadas, isto €, a parede nao tem homogeneidade.
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A anisotropia com subseqliente disrupcao das camadas da aorta ¢ o principal
mecanismo na dissec¢do aortica. A conseqiiéncia imediata dessa anisotropia € a
diferenca nos locais de estresse na parede aortica que ¢ mais intenso sobre a camada
média. A lesdo de entrada ocorre comumente na interface das camadas, em especial se
existir a perda da sua integridade estrutural.

Com base nestes principios mecanicos da parede aortica Stefanadis et al. (11),
desenvolveram um modelo experimental de isquemia da parede por interrupcao dos vasa
vasorum, retirando a gordura periadrtica da aorta ascendente de caninos, ¢ avaliaram as
alteragOes na elasticidade da parede aortica.

Neste estudo, que avaliou as alteragdes com 2 semanas de isquemia da parede
aortica, demonstrou-se a diminuicdo da elasticidade da parede aortica, necrose da
camada média, alteragdes nas fibras eldsticas e na relacdo de colageno e elastina na
camada externa da parede aortica. Este estudo demonstrou uma necrose isquémica da
tunica média da aorta acompanhada de alteragcdes no tecido eldstico com desarranjo e
fragmentacdo local das fibras elasticas da camada média. Estes resultados corroboram
com achados de estudos prévios (12-13). Investigagdes anteriores também sugerem que
a diminui¢do do fluxo sanguineo na parede aortica durante a crise hipertensiva pode
contribuir para a necrose da camada média da aorta (14). Stefanadis et al (11) também
demonstraram, além do desarranjo das fibras de coldgeno e elastina, o aumento da
rigidez da aorta ascendente na aorta de cdes apds 2 semanas de remocgdo dos vasa
vasorum (VV). Estes resultados foram confirmados pelo estudo de Angouras et al (15),
que estudaram as alteragdes morfologicas secundarias a interrup¢do dos VV da aorta
toracica em suinos. Apds duas semanas, a isquemia da parede aortica levou a alteragdes
morfoldgicas no conteudo do coldgeno e da elastina do 1/3 externo da camada média da

aorta descendente, resultando em enrijecimento desta regido. Neste tltimo estudo, ao
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contrario daquele de Stefanadis et al. (11), foi colocado um material sintético (polivinil)
para o revestimento da aorta em seu segmento , estudo, também com o objetivo de evitar
uma neovascularizagdo através dos tecidos vizinhos. Optamos pela colocagao do patch
de pericardio bovino por se tratar de um material mais biocompativel e que teria a
mesma fungao.

Ao contrario dos achados encontrados no estudo de Angouras et al (15) e
Stefanadis et al. (11), nosso estudo demonstrou a presenca de fibrose subendotelial, com
um leve infiltrado inflamatorio de linfocitos e neutrofilos no nivel da camada mais
externa da camada média, assim como leves focos de angiogénese na camada externa
nos animais com 2 semanas de lesao.

As propriedades elasticas da aorta sdo determinadas principalmente pelos
componentes da camada média da aorta. A razdo elastina-coldgeno, as células
musculares lisas, a composi¢cdo da matriz extracelular, assim como o espessamento da
parede e o didmetro aodrtico desempenham um importante papel nas propriedades
elasticas da parede aortica.

Em nosso estudo, foi possivel demonstrar, pela primeira vez, as alteracdes
histoldgicas que ocorrem na parede aodrtica a mais longo prazo. Nenhum outro estudo
avaliou as alteragdes isquémicas da parede adrtica além de 2 semanas de isquemia.
Pudemos evidenciar que, com a interrup¢do do fluxo sanguineo através dos VV na
parede adrtica, ocorreu um desarranjo estrutural com perda das fibras elasticas da
camada média que se iniciaram nas porgdes mais externas (2 semanas) € que com um
maior tempo de lesdo (4, 6 e 8 semanas) levaram a um progressivo desarranjo das
camadas mais internas da camada média arterial, até haver laceragdo completa da ldmina
elastica interna e uma fibrose de toda a parede da aorta com destrui¢ao quase completa

das fibras elasticas.
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5. Conclusao:

O nosso estudo confirma que a isquemia induzida pela interrupcao total do fluxo
sanguineo através dos vasa vasorum (VV) leva a degeneragdes da tinica média,
determinando perda da estrutura normal da parede adrtica que ¢ variavel em sua
localizagdo, intensidade e forma, dependendo do tempo de evolugdo da lesdo. Neste
estudo, observamos que havia fibrose subendotelial que ja aparecia com duas semanas
de lesdo e que persistia relativamente inalterada até a oitava semana. A neoformacao
vascular na parede, representada pela angiogénese, ocorria desde a segunda semana e
aumentava progressivamente até a oitava semana. O mecanismo desta proliferacdo de
neo vasos nao estd bem esclarecido, mas certamente ndo tem como origem os tecidos
periadrticos que foram isolados pelo pericardio bovino.

Em resumo, estudamos as alteragdes histologicas decorrentes da interrupgao dos
VV da aorta descendente em suinos desde a segunda semana da lesdo até que ocorresse a
fibrose completa da parede. Este estudo pode contribuir para um melhor entendimento
do papel dos VV na degeneragdo da parede aortica e dos mecanismos envolvidos na

disseccao.
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Figura 01. Aorta toracica descendente sem a camada adventicia e sendo revestida
pelo pericéardio bovino.
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Figura 02. Acima a esquerda e a direita: apds 2 semanas de lesdo observamos
uma fibrose subendotelial com preservacdo da lamina eléstica interna e dos 2/3
internos da tinica média. Focos de angiogénese sdo identificados no 1/3 externo
da tunica média. Weigert-van Gieson (acima a direita) observamos a
desorganizacao das fibras elasticas e do colageno no 1/3 externo da tinica média.

Abaixo a esquerda e a direita: achados apos 4 semanas de lesdo com fibrose

subendotelial e desorganizacao dos 2/3 externos da tinica média.
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Figura 03. Acima a esquerda e a direita: achados ap6s 6 semanas de lesdo.
Focos difusos de necrose na parede adrtica com fibrose subendotelial. Infiltrado
linfocitico, histiocitario e neutrofilico em toda a tinica média. Focos de
angiogénese sdo visualizados na tunica média e na por¢do subendotelial. Abaixo
a esquerda e a direita: achados ap6s 8 semanas de lesdo. Fibrose de toda a

parede adrtica com destruicdo da lamina elastica interna.
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1. Introduction:

Aortic dissection is the most devastating catastrophe among cardiovascular
diseases, but the mechanism by which the dissection occurs is not fully
understood. There are several factors to be considered such as hemodynamic disorders
and factors related to mechanical and geometrical properties of the aorta (1). The Vasa
Vasorum (VV) have an important role in various diseases because insufficient blood
flow through the aortic wall is involved in the pathophysiology of atherosclerosis and
may contribute to necrosis of the aortic media. This study aims to demonstrate, the
histological alterations that occur in the aortic wall over time, after the interruption of

blood flow through the VV in the descending aorta in a porcine model.

The VV are small arteries that penetrate the arterial wall both from the luminal
surface (vasa vasorum internae) and by the adventitia (vasa vasorum externae). The VV
from the adventitia branch into smaller vessels that supply the outer layers of the tunica

media (2, 3).

2. Material and Methods:

The experiment was conducted with eight young female Landrace-Large White
pigs, with a mean age of 8 weeks, weighing on average 25 kg (21 - 27 kg). One animal
was excluded from the analysis due to death secondary to rupture of the thoracic aorta
and hypovolemic shock during removal of the adventitia of the descending aorta. The

seven remaining animals were divided into four groups accordingly with the timing of
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euthanasia: two weeks after lesion (three animals), four weeks (2 animals), 6 weeks(one

animal) and eight weeks (1 animal).

The experiment was approved by the ethics committee of the Federal University

of Rio Grande do Sul (UFRGS) and the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

2.1 Surgical technique:

The pigs were pre medicated with Acepran (0.1mg/Kg), midazolam (0.3 mg / kg)
and morphine (0.5 mg / kg). Venous access was obtained in the marginal vein of the ear
for administration of medication and fluids. The animals were pre-oxygenated for 5
minutes before induction of anesthesia with propofol (Img/kg). They were then
ventilated with oxygen via endotracheal intubation. General anesthesia was maintained
by the infusion of propofol (0.8 mg / kg / min) and monitored by means of
electrocardiogram and oximetry. A left lateral thoracic incision was made into the left
6th intercostal space, and the pleural cavity was entered. After dissection of the mid
portion of the descending thoracic aorta, the adventitia was removed for 5 cms and the
intercostal arteries ligated. After removal of the adventitia, the aorta was wrapped with
bovine pericardium. (Figure 01). A drain with continuous aspiration was put into place

before closure of the chest wall.

2.2 Histological analysis:

Euthanasia was performed with the animal anesthetized according to the
previously above protocol. After euthanasia, the aortic segment wrapped in pericardium
was removed together with about 5 cm of the proximal and distal aorta. The piece was

then immersed in 10% buffered formalin and sent to the pathology laboratory. Next, a
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slice of each segment (proximal, middle and distal) of the aortas was stained with
hematoxylin and eosin (HE) and Weigert - Van Gieson (to highlight collagen and elastic

fibers).

The stained slides were analyzed using a PL-A662 Pixelink camera coupled to
Axiothotz Zeiss lens with 25x, 50x and 100x magnification. Assessment of the
histological parameters and morphometric measurement of the histological sections were
performed by a pathologist with expertise in arterial pathology and blinded to the

selected groups.

3. Results:

During the removal of the aorta we observed an intense fibrotic sheath around the
injured segment, but thanks to the use of the bovine pericardium there was little

adherence to adjacent tissues.

After two weeks, subendothelial fibrosis was observed but the internal elastic
lamina was preserved, as were the inner 2/3 of the media. There was a slight cellular
breakdown in the outer 1/3 of the media with some lymphocytes and neutrophils. In

addition, foci of angiogenesis were identified in the outer 1/3 of the media.

In animals sacrificed after four weeks, the subendothelial fibrosis with internal
elastic lamina remained unchanged and the inner 1/3 of the tunica media was still
preserved. There was structural breakdown of elastic and collagen fibers in the outer 2/3
of the tunica media. Lymphocyte and neutrophil infiltration and foci of angiogenesis

were observed in the outer 2/3 of the media (Figure 02).
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After six weeks, the following findings were identified: diffuse foci of necrosis
of the aortic wall with subendothelial fibrosis. Regarding inflammation, there was
lymphocytic histiocytic and neutrophilic infiltration with necrosis throughout all the
tunica media. Foci of angiogenesis were observed throughout the tunica media and in the

subendothelial portion.

Finally, after eight weeks, there was fibrosis of the entire wall of the aorta with
disruption of the internal elastic lamina. We observed an area of moderate inflammation
near the endothelium. In relation to angiogenesis, foci were observed throughout the

tunica media and in subendothelial portion (Figure 03).

In summary, we observed a progressive increase in the degree of injury, which
started in the outer portion of the media and progressed toward the inner layers with

time.

4. Discussion:

Vascular inflammation is a complex process that involves migration,
extravasation and local activation of mononuclear leukocytes in the vessel wall (4). The
cellular infiltrate of macrophages and lymphocytes represents the major cell types in
human aneurysms and are located mainly in the tunica adventitia (5). Besides leukocyte
infiltration and cytokine production in adventitial layer is highly reactive in the
formation of aneurysms, which identifies a marked proliferation of fibroblasts. It is
believed that the adventitial layer has a key role in the genesis and maintenance of

vascular inflammation seen in aneurysms and atherosclerotic vascular disease (6, 7).
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The three-dimensional study of VV was made possible by micro-computed
tomography studies (8, 9), as well as better understanding of the anatomy and
distribution by micro-arteriography . The adventitial VV connect to each other by means
of a plexus, but behave like terminal arteries. Embolization of VV reduces the density of
these vessels at that point and increases the number of branches in areas previously less
irrigated (10). This feature may impact the spatial distribution of perfusion and drainage

of the arterial wall.

The mechanism by which the dissection occurs is not yet fully understood. There
are several factors to be considered, such as hemodynamic disorders and factors related
to the mechanical and geometrical properties of the aorta (anisotropy and the structural

organization of the aortic wall (1).

There are two main mechanical factors that have influence in aortic dissection:
anisotropy (the variation in pressure at different points of the aortic wall) and the
structural organization of normal aorta wall that, is composed of different layers, i.e., the

wall is not homogeneous.

Anisotropy with subsequent disruption of layers in the aortic wall is the main
mechanism of aortic dissection. The immediate consequence of this anisotropy is
modification of local stress in the aortic wall that is more intense on the media.. The
entry injury commonly occurs at the interface of layers, especially if there is loss of
structural integrity at that point. The elastic properties of the aortic wall are determined
mainly by the components of the aortic media. The elastin-collagen ratio, smooth muscle
cells, the composition of the extracellular matrix, as well as wall thickening , all play an

important role in the elastic properties of the aortic wall.
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Based on these mechanical principles of the aortic wall, Stefanadis et al (11),
developed an experimental model of ischemia of the arterial wall by the interruption of
the VV, removing the periaortic fat from the ascending aorta of dogs, and assessed the
changes in elasticity of the aortic wall. This study, which evaluated the changes with two
weeks of ischemia, showed a decrease in the elasticity of the aortic wall, necrosis of the
tunica media accompanied by disarrangement and fragmentation of elastic fibers and of
the ratio of collagen to elastin. These results confirm findings from previous studies (12,
13). Previous investigations also suggest that the decreased blood flow in the aortic wall
during a hypertensive crisis may contribute to necrosis of the tunica media in the aortic
(14). Stefanadis et al (11) also demonstrated, besides the breakdown of collagen and
elastin fibers, an increase in the stiffness of the ascending aorta in dogs after 2 weeks of
removal of the VV. These results were confirmed by the study of Angouras et al (15),
who studied the morphological alterations secondary to interruption of VV of the
descending thoracic aorta in pigs. After two weeks, ischemia of the aortic wall led to
morphological alterations in the content of collagen and elastin in the outer 1/3 of the
media, resulting in stiffening in this region. In this latter study, a non porous and inert
material  (polyvinyl chloride) was used to cover the injured segment of the aorta in
order to avoid neovascularization through adjacent tissues. In our study, we chose to rap
the aorta with bovine pericardium, because it is a more biocompatible and still non

porous graft.

In our study, to better analyze elastic and collagen fibers we used the. Weigert -
van Gieson method. Elastic fibers are stained in black by Weigert’s stain (basic fuchsine
/ resorcinol), and collagen fibers in red by van Gieson’s stain (acid fuchsine). The
background tissue, regardless of type, is stained yellow by the picric acid, which serves

as the background color. Nuclei are stained in red by Weigert’s iron hematoxylin.
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Unlike the findings reported in the study by Angouras et al (15) and Stefanadis et
al (11), our study demonstrated the presence of subendothelial fibrosis with a mild
inflammatory infiltrate of lymphocytes and neutrophils at the outermost part of the

media, as well as sparse foci of angiogenesis in the outer layer, since 2 weeks after
injury.

In our study, the histological alterations that occur in the aortic wall in a longer
term were demonstrated. To our knowledge no other study has evaluated the ischemic
alterations in the aortic wall beyond 2 weeks of ischemia. We could see that the
interruption of blood flow through the VV in the aortic wall led to structural
disarrangement with loss of elastic fibers in the tunica media that began in the outer
portions (two weeks) and that, over time (4, 6 and 8 weeks), the ischemic insult led to a
progressive disarrangement of the inner layers of the arterial tunica media, until there
was complete laceration of the internal elastic lamina and fibrosis of the entire wall of
the aorta, with almost complete destruction of elastic fibers. Probably the role of the VV
internae (from the luminal surface) in irrigating the inner 1/3 of the media is less

important than was expected.

5. Conclusion:

Our study confirms that the ischemia induced by complete interruption of blood
flow through the VV leads to degeneration of the media, determining loss of normal
structure of the aortic wall that is variable in its location, intensity and shape, depending
on the length and duration of the ischemic insult. In this study, we observed that
subendothelial fibrosis had already appeared at two weeks and persisted relatively

unchanged until eighth weeks after removal of VV. Vascular neoformation in the wall,
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represented by angiogenesis, occurred from the second week and progressively
increased over time .The mechanism behind this proliferation of neo-vessels is not clear,
but it certainly does not originate from the periaortic tissues that were isolated by the

bovine pericardium.

In summary, we studied the histological changes caused by the interruption of the
VV of the descending aorta in pigs from the second week of the injury until the
occurrence of complete fibrosis of the wall at eight weeks. This study may contribute to
a better understanding of the role of VV in the degeneration of the aortic wall and the

mechanisms involved in aortic dissection.

Figure 01. Descending thoracic aorta after removal of the adventitia and being

covered by bovine pericardium.
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Figure 02. Upper left and right: after two weeks there was subendothelial
fibrosis and preservation of the internal elastic lamina and of the inner 2/3 of the
media. Foci of angiogenesis were identified in the outer 1/3 of the media. Weigert - Van
Gieson staining (top right) highlights collagen and elastic fibers disruption in the outer
1/3 of the media. Bottom left and right: findings after four weeks with subendothelial

fibrosis and breakdown of elastic and collagen fibers in the outer 2/3 of the tunica media.
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Figure 03. Upper left and right: findings after six weeks. Diffuse foci of
necrosis of the aortic wall with subendothelial fibrosis. Lymphocytic, histiocytic and
neutrophilic infiltration with necrosis throughout all the tunica media. Foci of
angiogenesis were observed throughout the tunica media and in the subendothelial
portion. Bottom left and right: findings after eight weeks. Fibrosis of the entire wall,

with disruption of the internal elastic lamina.
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