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RESUMO

A hipertensé&o arterial sistémica (HAS) bem como o envelhecimento provoca mudangas na
estrutura dos grandes vasos sanguineos - aorta e seus ramos - propiciando o desenvolvimento de
processos degenerativos que s@o a causa de diversas doengas. O uso de ferramentas fotbnicas na
aquisicéo de imagens, associado a recursos matematicos para a interpretagéo delas representa um
avango para as andlises histopatologicas, pois permitem a visualizagdo e compreensédo de pequenas
estruturas que antes eram impossiveis de serem observadas. O objetivo desse trabalho foi associar
estas duas tecnologias (ferramentas fotdnicas e recursos matematicos) e com isso criar uma
metodologia para a analise simultdnea de fibras elasticas e colagenas na aorta. Para tanto
utilizamos aorta ascendente de 72 pacientes, sendo 22 normotensos, 38 portadores de HAS e 12
aortas de dissecgdo. As laminas coradas com hematoxilina eosina foram examinadas no
microscopio multifoton, com dois fétons: laser de argbnio para fluorescéncia da eosina, corante de
fibras elasticas e Ti:safira para SHG, sinal gerado por moléculas de colédgeno. A distribuicao e
organizagdo das fibras eldsticas e colagenas foram analisadas pelas seguintes varidveis:
morfometria geométrica, derivadas da matriz de co-ocorréncia de Haralick, Transformada de Fourier
e fluorescéncia dtica integrada. Usando estes descritores da textura associados a fractais,
observamos que a geragdo do SHG é dependente ndo s6 da presenca do coldgeno como também
do arranjo destas fibras. Observamos ainda que em individuos normotensos, quando comparados
aos portadores de HAS, ocorre uma diminui¢ao na distribui¢do do sinal SHG ao longo da espessura
da camada média partindo da intima em sentido a adventicia. Dessa maneira concluimos que os
maiores distUrbios das fibras elasticas, nos individuos normais ocorrem na transigéo do tergo interno
para 0 médio, enquanto que nos portadores de HAS eles estéo distribuidos em toda a espessura da
aorta. Além disso, estes estudos nos permitiram verificar que a dissecgao da aorta ocorre entre dois

reforgos de colageno, uma vez que este fendmeno foi constatado entre dois picos de SHG.
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Abstract

The arterial hypertension as well as aging induces changes in the structure of large blood
vessels — aorta and its branches - leading to development of degenerative processes which are the
cause of many diseases. The use of photonics tools for image acquisition, associated to
mathematical resources for interpretation of them represents an advance in histopathological
analysis, because it allows the visualization and understanding of small structures that were
impossible to be observed before. The main objective of this study was to associate both
technologies (photonics tool and mathematical resources) to create a new methodology to evaluate,
simultaneously, elastic and collagen fibers in aorta. For this we've used autopsies of ascending
aortas from 72 patients, being 22 samples from normotensives individuals, 38 from HAS patients and
12 aortas from dissection. HE-stained paraffin sections from ascending aortas were analyzed by
multifoton microscopy, with 2 types of photons: Two-photon excited fluorescence (TPEF) for elastin
and Ti:safira for SHG to analyze collagen fibers. The distribution and organization of elastic and
collagen fibers were analyzed by the following variables: geometric morphometric, derived from the
co-occurrence matrix of Haralick, Fourier Transform and Fluorescence optics integrated. Using these
texture descriptors associated to analysis of fractals, we've observed that SHG generation is not only
dependent on the presence of collagen but on the arrangement of these fibers as well. We also
observed that in normotensives individuals, if compared to HAS patients, occurs a decrease in the
SHG intensity along the medial thickness from intimate in direction to adventitia. Thus we conclude
that the major disorders of elastic fibers in normal subjects occur in the transition from the third layer
to the middle, while in HAS individuals these disorders are distributed throughout the thickness of the
aorta. Furthermore, this study has allowed us to verify that the aortic dissection has occurred

between two peaks of SHG, since this phenomenon was observed between two ribs collagen.
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Introdugao

A hipertensao arterial sistémica (HAS), bem como o envelhecimento provoca mudangas na
estrutura dos grandes vasos sanguineos — aorta e seus ramos (Junqueira e Carneiro, 1995) -
propiciando desenvolvimento de processos degenerativos que causam diversas doengas
(Groenink et al, 1999; Vieira-Damiani, 2010).

A aorta é formada por trés tunicas, a saber: intima, média e adventicia. A camada intima é
formada por células endoteliais que se apoiam sobre uma matriz extracelular (ECM) (Jacob, 2003).
A camada média € constituida por células musculares lisas interpostas entre fibras e lamelas
elasticas, fibras colagenas, e componentes da ECM tais como: proteoglicanos e glicoproteinas
estruturais (Silver et al, 1989, Junqueira e Carneiro, 1995, Halloran, 1995; Choudhury 2008, De
Figueiredo et al, 2008). J& a adventicia € composta por coldgeno, nervos, pequenos vasos e vaso
vasorum, cuja funcdo é irrigar a adventicia e a parte externa da média (Junqueira e Carneiro

1995), enquanto a parte interna desta camada é irrigada, por difusao, a partir do limen.

As fibras elasticas e colagenas sé@o os principais constituintes da camada média. As
primeiras conferem a elasticidade necesséria para que 0s vasos suportem o volume sistélico, ja as
fibras colagenas fornecem resisténcia aos tecidos. Juntos, estes dois componentes contribuem

para a estabilidade do vaso.

Na aorta o numero de lamelas elasticas diminui distalmente, enquanto o colageno mostra
tendéncia oposta. (Schlatman, 1977). Alteragdes na estrutura e na quantidade relativa destas fibras
comprometem a propriedade biomecanica e podem levar a ruptura dos vasos (Farquharson e
Robins, 1991; Vieira, 2009). Conhecer a arquitetura da aorta normal e de pacientes hipertensos é
imprescindivel para compreender os mecanismos de formagao de diversas doencas, dentre elas a

dissec¢do € a mais grave (Roberts, 1981).
Fibras elasticas

Nos mamiferos adultos, o sistema elastico € composto por trés tipos de fibras: oxitalanicas,

elauninicas e fibra elastica madura (Montes, 1992). O processo de elastogénese inicia-se com as
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fibras oxitalénicas que, formadas exclusivamente por microfibrilas de natureza glicoprotéica, séo
secretadas por fibroblastos e formam feixes de 10-12nm de didmentro. Quando pequenas porgdes
de material amorfo (a elastina) se associam a estes feixes ocorre a formagéo das fibras eulaninicas.
Contudo, a deposigéo continua de elastina sobre as fibras eulalinicas leva a formagé&o de uma fibra
espessa envolta por microfibrilas gerando assim a fibra elastica madura. (Fullmer e Lille, 1958;
Fahrenbach et al, 1966; Mecham e Davis, 1994, Montes,1992). Dessa maneira a fibra eléstica
madura apresenta dois principais componentes: um amorfo central, que representa 90% do
contetido e encerra a proteina elastina, e o outro microfibrilar, periférico, de natureza glicoprotéica.
(Mecham e Davis, 1994).

A elastina é sintetizada a partir de mondmeros de tropoelastina solUvel que, por sua vez,
possui mais de 800 residuos de aminoacidos, principalmente apolares, tais como: glicina, valina,
alanina e residuos de prolina, estes em menor quantidade. A tropoelastina forma hélices que
contém regides ricas em residuos de glicina, as quais séo separadas por regides curtas contendo

residuos de lisina e alanina. (Rosenbloom et al, 1993; Lehninger, 2004)

Gragas a agao da lisina oxidase a tropoelastina sofre desaminagao oxidativa, em alguns de
seus residuos de lisina, e se anastomosa formando polimeros funcionais (Mecham e Davis, 1994;
Junqueira e Carneiro, 2004). Posteriormente estes polimeros se associam e sdo convertidas, por
agado enzimatica, em desmosina e isodesmosina — moléculas responsaveis pela cor amarela da
elastina — contribuindo assim para a formagéo de uma rede fibrosa, altamente polarizada e insolUvel:
a elastina madura. (Reiser et al, 1992; Shinohara et al, 2003). As moléculas de elastina por sua vez
sd@o unidas por pontes covalentes que geram uma rede interconectada, extensivel e com boa
estabilidade que pode expandir-se em qualquer direcdo (Junqueira e Carneiro 2004; Mithieux et al
2009).

A distribuicdo dos componentes do sistema elastico varia nos tecidos e érgéos conforme a
fungdo destes (Montes, 1996): as fibras oxitalanicas ja foram descritas no ligamento periodontal
humano, pele, nervos, membrana basal da traquéia e cartilagens; as fibras elauninicas foram
encontradas em derme, cartilagen, nervos, traquéias e bronquio; as fibras elasticas maduras foram

encontradas em tecidos que necessitam de elasticidade como: pulmé&o, pele, ligamentos,

21



cartilagens e camada média dos grandes vasos. (Carvalho e Vidal, 1995; Montes, 1996; Milewicz
etal, 2000).

Em aorta de individuos adultos ha uma média de 55 a 70 fibras dispostas em lamelas
paralelas e conectadas umas as outras por fibras menores, as laminas elasticas. Com o
envelhecimento, estas lamelas sofrem rupturas causando fragmentagdo das fibras e
consequentemente, levando a um remodelamento da parede do vaso. (Schlatmann e Becker,
1977; Nakashima e col, 1990; Junqueira e Carneiro1997)

Colageno

O colageno pertence a uma familia de proteinas fibrosas, provenientes de genes
diferentes muito abundantes em mamiferos (Junqueira e Carneiro 2004). Estas moléculas sao
insolUveis e resistentes e sua principal fungdo é a estrutural. S&o conhecidos 28 tipos de
colagenos (Ricard-Blum,2010), sendo que todos eles possuem um dominio proteico que consiste
em trés cadeias alfa (a) organizados em uma estrutura helicoidal. Em alguns tipos de colageno
este dominio protéico pode representar mais de 96% da estrutura da molécula (exemplo: tipo 1) e,

em outros menos que 10% (tipo XII).

Cada cadeia alfa (a) € composta por repeticbes de Gly-X-Y, sendo que X é
frequentemente uma prolina e Y 4-hidroxiprolina, porém ja foram identificados residuos de 3-
hidroxiprolina nas estruturas de alguns tipos de colageno (I, Il, lll e V) (Weiss et al. 2010). A glicina
representa 33% dos aminoacidos da cadeia, enquanto 13% sé&o prolina e 9% hidroxiprolina. Trés
cadeias se unem em ftripla hélice simétrica e a estabilidade desta hélice se deve aos seguintes
fatores: residuos de glicina, grande quantidade de prolina e hidroxiprolina, pontes de hidrogénio e
interacdoes eletrostaticas entre lisina e aspartato (Persikov et al. 2005; Fallas et al. 2009).

Posteriormente, tripla hélice é reforgada por ligagdes covalentes. (Junqueira e Carneiro, 1999).

A sintese do colageno comega no reticulo endoplasmastico rugoso (RER), onde as
cadeias a, devido a conformagdo em tripla hélice, recebem o nome de procolageno. Ainda no
interior desta organela os residuos de prolina e lisina sofrem hidroxilagédo e, posteriormente,
glicosilagdo dos residuos hidroxilisil. Por exocitose, o procolageno alcanga o meio extracelular e

neste local sofre clivagem, que gera regides funcionais chamadas de tropocolageno. O
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tropocolageno por sua vez pode organizar-se em filamentos e microfibrilas, os quais podem
originar: i) fibras e estas em feixes; ii) fibrilas de ancoragem:; iii) delicadas redes que véo compor as
membranas basais, ou ainda, podem se organizar de forma mista gerando os chamados
heterotropicos. Estas diferentes formas de organizagédo das cadeias de colageno culminam nos 28

tipos de colagenos conhecidos até o0 momento.

Como mencionado anteriormente a distribuicdo do coldgeno nos tecidos depende da
fungdo deste, dessa maneira tecidos que necessitam de resisténcia sdo compostos por colagenos
que formam feixes, j& a interagdo entre as células ocorre através do colageno fibrilar. Os tipos de
colagenos presentes, em maior abundancia, na aorta humana - vaso que necessita de resisténcia
e elasticidade — sdo os fibrilares do tipo |, Il (80 e 90%) e 10 % de outros tipos IV, V, VI (Kielty et
al, 1993). Enquanto os primeiros (I, lll) conferem rigidez ao vaso, os ultimos (IV, V e VI) fornecem
resisténcia (Barnes et al, 1999). O colageno do tipo | organiza-se formando fibrilas de 70 a 100nm
de didmetro que, posteriormente, se unem e formam fibras com diametro entre 100 e 500nm. O
colageno do tipo Ill — formado por fibrilas finas com longitude entre 60 e 300 nm e didmetro entre
35 a 50 nm — muitas vezes associado ao tipo | estrutura-se em forma de rede nos tecidos que

necessitam de resisténcia. (Fleischmajer et al, 1980; Sato, Leo e Liber, 1986, Lodish et al, 2000).

Assim como as fibras elasticas, o colageno sofre alteragdes estruturais, provocadas pelo
envelhecimento, que sdo acentuadas pela HAS. Durante a hipertensdo ocorre ativacdo de
metaloproteinases, as quais degradam componentes da matriz extracelular como a elastina e o
colageno (McEniery et al. 2005; Ahmed et al 2006), provocando um remodelamento da arquitetura
da aorta capaz de comprometer a estabilidade do fluxo sanguineo e causar diversas doengas

vasculares, dentre elas a mais grave € a dissecgao da aorta.

Dissecgao de aorta

A disseccao da aorta € uma delaminacdo da camada média que se inicia com uma ruptura
da camada intima e permite a entrada de sangue na média. Tal fendmeno disseca este vaso em
duas partes criando um falso lumen, podendo romper a intima ou a adventicia. A formacgéo deste
novo lUmen aumenta a espessura da parede da aorta, diminui o lumen verdadeiro e

consequentemente, o fluxo sanguineo para os 6rgaos vitais (Juang et al, 2008).
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DeBakey e colaboradores (1965) sugeriram uma classificagdo para esta enfermidade
(disseccao da aorta) dependente do segmento e do tipo de delamina¢do que sofre a aorta. Tal
classificag@o € composta por trés tipos: tipo | — quando ha comprometimento da aorta ascendente
e descendente; tipo Il — quando a delaminagéo se restringe a aorta ascendente; tipo lll — quando a
delaminagé@o ocorre exclusivamente na aorta descendente. Outra classificagdo mais simples foi
realizada por Daily e colaboradores em 1970. Tal classificagdo compreende os tipos Stanford A:
delaminag&o da aorta ascendente, independente da extensao e Stanford B: comprometimento da

aorta descendente, que pode ou n&o estender-se a regido diafragmatica.

As disseccdes tém incidéncia de 5-30 por um milhdo de pessoas ao ano e estdo
relacionadas a alta letalidade. Estas enfermidades s&o mais frequentes em homens (66% dos
casos) sendo que as mulheres sdo afetadas em idades mais avangada. (Hagan, 2000; Nienabee

etal, 2004). E importante ressaltar que a HAS esta presente em 70% dos casos.

Diversos pesquisadores tém analisado a arquitetura da aorta dissecada, porém os
achados sdo conflitantes. Alguns estudiosos encontraram diminui¢do do colageno (Rahkonen e
col, 2004; De Figueiredo col, 2009), outros aumento (Bode e col, 2003; Wang e col 2006) € um
terceiro grupo nao encontrou diferenga (Sariola e col, 1986). As interpretagdes sao controversas e
0 mecanismo fisiopatoldgico da doenga permanece obscuro. Ha uma peculiaridade da disseccédo
da aorta ainda néo satisfatoriamente explicada: a dissec¢do ocorre, na maioria das vezes, até o
terco externo da média, porém néo o ultrapassa, criando dessa maneira um canal de disseccao

entre o tergo médio e externo da média.
Aquisicao de imagens
Microscopia Confocal Multifoton, SHG

Fibras elasticas e colagenas podem ser visualizadas, simultaneamente, quando excitadas
pela Luz UV, a primeira através da autofluorescéncia e a segunda por geracao de sinal de segundo
harmdnico (SHG). Rotineiramente o colageno é analisado na microscopia de luz comum corado com

picrossirius e as fibras elasticas coradas com hematoxilina eosina.

24



A microscopia confocal consiste em focalizar a imagem de uma amostra fluorescente em um
pinhole para rejeitar a luz fora do plano focal e permitir a reconstru¢ao na terceira dimenséo. O termo
confocal se refere as técnicas que utilizam duas focalizagoes, isso permite a obtengédo de resolugdes
laterais limitadas por difragédo da ordem de 100 nm e axiais da ordem de 200 nm. Nos primeiros
microscopios confocal a varredura era obtida movimentando a amostra, e néo a fonte de luz. Nos
LSCM (Laser Scanning Confocal Microscopy) atuais a varredura é obtida movimentando o feixe de

laser, o que confere velocidade muito maior na aquisi¢&o de imagens.

A utilizagdo dos lasers pulsados abre caminho para utilizagdo da Optica ndo linear e
processos multifétons. Processos multifoténicos ocorrem quando mais de um foton se encontram no
mesmo tempo e no espago. Os lasers pulsados garantem a superposi¢do dos fotons no tempo,
enquanto a superposigéo no espago so acontece no foco do laser. Essa microscopia foi descrita pela

primeira vez por Denk et al,1990.

A excitagao da fluorescéncia por um processo de absorg¢do de dois fotons € feita no dobro
do comprimento de onda dos processos de um féton. Uma das principais vantagens da microscopia

confocal € a profundidade de observagdo na amostra. O espalhamento Rayleigh de luz depende do

comprimento de onda com /A sendo 16 vezes menor para a excitagdo por 2 fétons comparada
a de 1 féton, portanto. Essa € uma das principais vantagens da microscopia multiféton quando
comparada com a de um féton (Denk et al., 1990; Centonze e White, 1998). Com dois fotons sé o
volume focal € excitado, enquanto que técnicas que utilizam apenas um féton todo o cone de luz
dentro e fora de foco é excitado. Assim, a nova técnica reduz os danos na amostra e mantém sua

viabilidade durante o tempo de exposi¢do aos lasers.

Outro processo de 6ptica nao linear que pode ser utilizado na microscopia é a geracao de
Segundo harménico (SHG) (Cox et al., 2004; Zoumi et al., 2002; Brown et al., 2003; Campagnola et
al., 2002; Provenzano et al., 2006. Nesta técnica um feixe de luz, com metade do comprimento de
onda do feixe incidente, é gerado por moléculas que possuem assimetria de inversdo, como é caso

dos arranjos formados pelas fibras de colageno. (Chiu et al, 2010). (Figura 1)
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Figura 1: Geragdo de segundo harménico: um feixe de luz com metade do comprimento de onda do feixe incidente & emitido pelos
arranjos formados pelas fibras de colageno.

Subjetividade na interpretacao histoldgica.

Um dos principais problemas das analises histol6gicas e patolégicas é a falta de concordancia entre
observadores. Outros agravantes sdo a incidéncia de erros devido a cansago, limitagdes na resolugéo,
tamanho dos dispositivos de visualizagdo, dentre outros. Além disso, estas andlises geralmente s&o
demoradas e trabalhosas, 0 que acaba sendo o fator limitante na produtividade dos laboratérios. Métodos
quantitativos de analise de imagens histoldgicas permitem reduzir as incertezas no diagnéstico e podem
produzir fatores prognésticos relevantes para prever a resposta terapéutica e a sobrevida do paciente.
Diversos pesquisadores tem demonstrado alto grau discordéncias entre patologista, mesmo entre aqueles

com anos de experiéncia s (Elsheikh et al., 2008; Sobrinho-Simdes, 2000).

A textura da imagem de equivaléncia histologica dos tecidos esta intimamente relacionada
com o estado fisiologico e com o disturbio fisiopatoldgico do organismo, pequenas alteragdes que
nao perceptiveis ao olho humano pode ser fundamental para o diagndstico precoce e
consequentemente para prognéstico do paciente. A automacgdo total ou parcial da anélise,

utilizando-se de ferramentas matematicas aplicadas no estudo de imagens microscépicas, permite
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que pequenas alteragbes sejam quantificadas além de possibilitar a analise da l&mina inteira sem

custo adicional.

Neste trabalho, as imagens foram adquiridas no microscépio multifoton que permite a
visualizagdo de estruturas delicadas que n&o poderiam ser analisada na microscopia Optica
tradicional. A interpretacdo destas imagens foi possivel gragas a ferramentas matematicas que

estimam pequenas alteragdes que nao so visiveis ao olho humano.
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2.0 Objetivo

Objetivo

Desenvolver uma metodologia automatica para a andlise simulténea de fibras elasticas e

colagenas

Objetivos especificos

1. Descrever a topografia das estruturas do colageno que geram sinal de segundo harménico.
(SHG).

2. Analisar, por fluorescéncia da eosina, a arquitetura das fibras elasticas e os arranjos
formados pelas moléculas de colageno na aorta ascendente de pacientes normotensos,

hipertensos e dissecgao.

3. Analisar se sexo e a idade influenciam na arquitetura de fibras elasticas e colagenas.
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3.0 Material e Métodos
Sujeitos:

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas (FCM-UNICAMP). (NUmero: 549/2007)

Os blocos de parafina utilizados neste estudo pertencem ao Departamento de Anatomia
Patolégica do Hospital das Clinicas, Unicamp. Foi utilizado material proveniente de autdpsia
(normotensos e HAS) e as aortas que sofreram dissec¢des eram provenientes tanto de material de

necropsia como de material cirurgico.

Foram analisados os prontuarios médicos (dados clinicos: aferigao de presséo arterial, peso,
idade, uso de medicamentos, histérico de doencgas) e relatdrios de autdpsias (peso do coragéo,
histologia renal e cardiaca) de todos os pacientes. Os pacientes foram distribuidos em trés grupos:

normotensos, hipertensos, e dissecgao.

Critérios de inclus&o para o grupo de pacientes normotensos:

. Auséncia de aterosclerose macroscopica na aorta ascendente proxima a
pulmonar;

. Auséncia de medicagéo anti-hipertensiva e diabetes;

. Peso do coragao normal em relag&o ao peso corporal e altura do paciente. (0,4%

do peso do corpo, sendo permitida uma tolerancia de 10%.);

. Histologia renal sem alteracédo (auséncia de nefrosclerose);

Critérios de inclusdo para o grupo de pacientes hipertensos:

. Auséncia de aterosclerose macroscopica na aorta ascendente proxima a
pulmonar;
. Uso de medicamento anti-hipertensivo ou diagnostico de HAS;
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Foram excluidos dos grupos, aqueles pacientes que apresentaram qualquer doenga ou
situacdo que pudesse comprometer a estrutura da aorta, tais como: usuarios de crack, gestantes e

portadores da Sindrome de Marfan.

Em anexo segue tabela caracterizando os individuos.

Fibras elasticas e colagenas.

Para anélise de fibras elésticas (fluorescéncia da eosina) e colagenas (SHG), os blocos
foram cortados com 15 micras de espessuras, desparafinizados, reidratados e corados com
hematoxilina eosina no Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental. As imagens foram adquiridas
no microscopio multiféton utilizando, simultaneamente, dois lasers: laser de arg6nio 488nm, para
coletar fluorescéncia da eosina em fibras elésticas e Ti safira (860nm) para geragado de segundo

harménico (SHG) em moléculas de colageno.

Para padronizagao do trabalho coramos cinco laminas de aorta com Sirius Red 3BA em
solucdo saturada de &cido picrico (picrosirius), procedimento rotineiro em patologia para coloragao
de colageno, e adquirimos duas imagens de cada local, sendo uma de SHG excitada com Ti-safira
890 nm e coletado na metade do comprimento de onda e a outra com laser 788 nm para excitar a

fluorescéncia do picrossirius.
Imunofluorescéncia

Os cortes foram feitos com cinco micras de espessura colocados em laminas silanisadas,
desparafinizados e reidratados. Em seguida foram lavados trés vezes por 5 minutos com PBS
(tampéo fosfato-salino) 0,1M pH 7,4; tratados por 15 minutos com Triton a 2% em PBS 0,1 pH 7,4;
repetiu-se a lavagem com PBS. Para bloquear a imunoperoxidase utilizou-se peroxido de hidrogénio

0,3% em PBS por 15 minutos, seguido de lavagem em PBS trés vezes 5 minutos cada.

Bloqueou-se por 1 hora a ligagdo inespecifica do anticorpo com BSA (albumina sérica
bovina) 5% em PBS 0,1M pH 7,4 e 5% soro de coelho. Foi incubado overnight com anticorpo
primario (colageno tipo I, monoclonal mouse IgG1, SC-59772; e para colageno tipo Il monoclonal
rabbit 1I9gG SC 8781) diluido a (1:50) em BSA a 1% em PBS. Repetiu-se lavagem com PBS.

Incubou-se por 1 hora a temperatura ambiente com anticorpo secundario (para colageno |: goat anti
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mouse IgG-FITC SC 2010 e para colageno lll: Donkey anti-rabbit IgG-TR SC 3923), apos este
procedimento as reagdes seguintes foram realizadas na auséncia de luz. Repetiu-se lavagem com
PBS, para montagens das laminas foi utilizado Vectashield. Todo este procedimento foi realizado no
Laboratorio de Biologia Celular (IB/JUNICAMP), coordenado pelo Prof. Dr. Hernandes Faustino de

Carvalho.

As imagens foram adquiridas, por varredura a laser, no microscépio Multifoton no Instituto

Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Fotdnica Aplicada a Biologia Celular (INFABIC).
Microscopio Multiféton

O sistema experimental do INFABIC, UNICAMP é um microscopio invertido Olympus 1X-81
com dois foétons (figura: 4), equipado com scaner FV300, laser de argbnio FV-5 COMB2 para

fluorescéncia e para geragao de segundo harménico (SHG) Titano-safira (Ti-safira).
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Figura 2: Esquema Microscdpio Confocal
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Figura 3: Microscopio Confocal de Varredura a Laser

Este equipamento tem capacidade de adquirir imagens em 16 comprimentos
diferentes. Os fétons séo coletados por 16 micro-channel- PMT (‘Photo Multiplier Tube”) com tempos
de resposta de 20 picosegundos. O sistema eletrénico detecta os tempos de todos os fétons

sincronizados com a varredura e reconstréi as imagens de tempo de vida.

A possibilidade de utilizar este equipamento nas aquisigdes de imagens permite algumas
vantagens em relagdo a outros equipamentos Opticos convencionais, tais como: maior resolugdo em
imagens em trés dimensdes em relacdo a lampada de mercurio, reconstrugdo de imagens
tridimensional, maior visualizagdo em profundidade do tecido a ser observado, e possibilidade de

utilizar varias técnicas de aquisicdo de imagens simultaneamente.

A fluorescéncia acontece por um fendmeno onde elétrons do fluoréforo absorvem fétons
com energia proveniente de uma fonte (l&mpada ou feixe laser) e passam de um estado fundamental
(baixa energia) para um estado excitado (alta energia). Neste estado, o fluoréforo passa por uma
mudanga em sua conformacéo e pode interagir com uma série de moléculas ao seu redor. Com isso

a energia deste estado excitado é dissipada e o elétron passa para um estado de menor energia,
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(ndo o estado fundamental). A diferenca de energia entre o estado excitado e o estado de menor

energia é emitida em forma de um foton. (Thomaz, 2007)

A técnica de microscopia de fluorescéncia consiste justamente em captar este foton que é
emitido e com ele gerar uma imagem. Estes procedimentos permitem maiores detalhamentos de

estruturas (Koning et al, 2001).

As imagens foram adquiridas, utilizando laser de argbnio a 488 nm e Titénio safira (Ti:
safira) 890 simultaneamente, 6leo de imerséo e objetiva 40x, com resolugédo de dois micrémetros
por pixel. As mesmas foram iluminadas com o laser até que o sinal SHG aparecesse e entdo

iniciou a aquisig@o da imagem.
Programas de Andlise de Imagem

Cada imagem adquirida tem a dimens&o de 512x512, como a espessura da aorta varia
de 1,3 a 2,3 cm as imagens foram justapostas (Figura 4 e 5) pelo software Cell sociology (Figura

6 e 7), desenvolvido pelo Dr. Adam Luis Randal do Instituto de Computagao, Unicamp.

A imagem composta, que abrange toda a espessura da camada média, percorre uma
janela deslizadora (gliding box), 128x128 pixels, em passos de um pixel. Para cada janela
podemos registrar dados basicos como volume dos valores de cinza, fluorescéncia Optica
integrada (IOF), variaveis da matriz de co-ocorréncia e da Transformada de Fourier. Conforme a
espessura da parede da aorta podemos ter de 2000 a 4500 gliding box e para cada um destes,
calculamos com o auxilio do computador os diferentes descritores da textura acima
mencionados. Assim é possivel obter uma descricdo minuciosa da textura relacionando a
topografia da aorta. Para eliminar os ruidos das imagens, fizemos os calculos usando threshold
128.

220um

Figura 4: Imagens da aorta antes da reconstrucao.
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Figura 5: Imagem da aorta ap6s reconstrugao, o quadrado em branco na aorta representa a caixa deslizadora (gliding box ) que
percorre a aorta pixel a pixel analisando-a.
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Figura 6: Programa Cell Sociology.
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tean grayvalue line ‘ Gradual Transition ‘

Para a analise das imagens usamos para cada sinal, fluorescéncia ou SHG, somente as
escalas de cinza. A auséncia de luz corresponde ao nivel zero e o brilho intenso 255. Esta € a

escala perceptivelmente uniforme em relagao a visédo humana em cores (Van der Wouver, 2000).

As caracteristicas da textura calculadas de acordo com Haralick et al, 1973, foram: Entropia,
homogeneidade local e segundo Momento Angular, inseridas no programa Cell Sociology. Das
imagens transformadas, sdo extraidos niveis de cinza (luminancia) de cada pixel (menor elemento
que compde a imagem) (Figura 9) e construida uma matriz de co-ocorréncia que é uma matriz
simétrica em relagdo a sua diagonal principal, onde cada elemento na posi¢do i (linha), j (coluna)
indica 0 nimero de vezes que um pixel com nivel de cinza i tem um vizinho com nivel de cinza j

(figura: 10 e 11), semelhante a um histograma bidimensional.
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Onde:

R é o numero total de pares de pixels utilizados para se construir a matriz de co-

ocorréncia.

0 1 2 3 4 5 6
0 1 0 1 1 1 0 1
1 0 0 0 1 1 0 0
2 0 0 1 1 0 1 0
3 2 2 0 0 0 0 0
4 0 0 0 1 0 0 2
5 0 0 0 0 0 0 1
6 0 0 @ 0 0 1 1

Figura 8 A: Exemplo de imagem transformada em niveis de cinza. B: matriz de co-ocorréncia formada a partir da luminosidade
extraida de cada pixel.
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Descritores extraidos da matriz de co-ocorréncia Haralick

Entropia: mede o numero de transi¢des entre os diferentes graus de cinza na imagem.
(Kayser et al, 2007). A entropia mede o grau de desorganizacao de fibras, regides da aorta onde ha
maior homogeneidade hd menores valores de entropia e regides muito heterogéneas ha maiores

valores.
Entropia=-> i 2 j P(i, j) 1092 p(i, j)

Onde: ) =somatéria

p(i; j) = representa a probabilidade de ocorrer um pixel com nivel de cinza i vizinho com um de
nivel de cinza j.

Homogeneidade local: mede a homogeneidade da imagem.

Homogeneidadelocal=>i >j_ 1 p(i,])

1+(i)*

Segundo Momento Angular: representa a suavidade da imagem (Theodridis e Koutroumbas,

2006); valores maiores mostram as variagdes abruptas de brilho da imagem.

Segundo Momento Angular = Zi Zj (p(i, J))2

Além das caracteristicas extraidas da matriz de co-ocorréncia Haralick, utilizou-se a IOF,

fractal Sarkar (para comparagédo da imagem corado com picrossirius e sinal SHG) e Transformada
de Fourier.

IOF: Fluorescéncia 6tica integrada, é a soma da fluorescéncia integrada extraida de cada
pixel.

IOF =log F/Fo
F= fluorescéncia de cada pixel
Fo = Threshold
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Fractal Sarkar: utilizada para correlacionar a distribuicdo do colageno, a partir da
fluorescéncia do picrossirius e a geragdo do SHG. A fractalidade esta presente quando
caracteristicas semelhantes podem ser encontradas independentemente do aumento da imagem.
Utilizamos a dimensao fractal (FD) que representa o nivel de irregularidade de um fractal, e a sua
“‘goodness of fit” (taxa de ajuste da dimenséo fractal da fluorescéncia do picrossirius ao fractal ideal —
R2) apés transformagéo pseudo-3D (METZE, 2009; BEDIN, 2010), foi usada a corre¢do a 45 graus
(R245) segundo Albregtsen, 2009. O R2 é um importante critério de fractalidade e é definido como
uma estimativa da “qualidade do fractal”. O R2? pode ser interpretado como uma medida da

rugosidade da superficie da imagem (Adam, 2006)

Transformada Rapida de Fourier (FFT):

Apos transformagé@o das imagens em 255 niveis de cinza, (variando do zero, ou seja,
auséncia de luz até 255, brilho intenso) a mesma foi processada no programa Fourier Detect,

também desenvolvido pelo Dr Adam Luis Randal, Adam.

A FFT transforma informagdes da imagem em periodos e frequéncias que séo
representados no espectro de Fourier. Estes dados podem ser usados principalmente para anélise
de imagens bidimensionais como é o caso da imagem histolégica (Adam, 2002). A frequéncia
espacial € a medida que expressa o ritmo das alteragdes de brilho (ou seja, variagdes dos niveis de
cinza entre 0 a 255) que ocorrem numa sequencia de pontos em uma dada direcdo na imagem.
Altas frequéncias espaciais correspondem a intensidade de brilho que variam rapidamente, baixas
frequéncias representam variagdes lentas. A distribuicdo das frequéncias descrevem a periodicidade
da imagem e as interferéncias direcionais. As caracteristicas de textura de Fourier podem ser

calculadas a partir das distribuicdes das frequéncias em diferentes regiées do espago transformado.
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Figura 9 (1): Imagem original com ondas diagonais (a), representa¢do pseudo-tridimensional (b), imagem transformada como espectro
de Fourier, (c) um par de pixels representam um onda da imagem original. Imagens gentilmente cedidas por: Dr. Randall Luis Adam.

Figura 9 (2): Imagem original com duas ondas diagonais (a), representacéo pseudo tridimensional (b) e como espectro de Fourier (c)
dois pares de pixels representam 2 ondas na imagem original. Imagens gentilmente cedidas por: Dr. Randall Luis Adam.
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Figura 10: Imagem original em diferentes niveis de cinza.

Figura 11: Espectro de Fourier: imagem transformada da figura anterior, dois pares de pixels representam duas ondas na imagem
original.
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Figura 12: Programa Fourier Detect, programa permite analise de ondulagdes da imagem tanto na horizontal como na vertical.

A partir da imagem transformada criou-se uma imagem pseudotridimensional, no sentido
horizontal representado o nivel de cinza (luminancia) de cada pixel, com a altura de um eixo-z,
interpretando o resultado de muitas fungbes harménicas sobreposta. Cada onda da figura original foi
transformada, utilizando o algoritmo FFT, em um par de pixels na imagem transformada, com pontos
simétricos ao centro da imagem FFT. O vetor formado entre os dois pontos representa a diregédo da
funcdo harmonica e a distancia da periferia ao centro da imagem transformada. Com isso, a fungédo
harmdnica na imagem original é representada por um par de pixels (simétrico ao ponto central) na

imagem FFT.
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Para obter informagdes Uteis calculamos os valores de amplitudes das ondas harménicas
que construiram a imagem microscopica. Regides com altas amplitudes s@o equivalentes a um

padrao de textura repetitivo.

A imagem transformada detecta padrdes de variagdo de luminéncia da imagem original, que
se repetem em uma dada diregdo na imagem original. Um padrdo que se repete a cada n pixels
resultara num ponto intenso (fungdo harménica com grande amplitude), situado a N=L/n pixels de
distancia do centro, sendo L o numero de pixels do lado da imagem transformada. Uma forma de se
detectar padrdes de repeticdo dentro de uma imagem transformada, diminuindo-se a quantidade de
variaveis a serem testadas, é somar a amplitude das fungdes harménicas em cada regido da

imagem transformada.

A FFT permite analisar cada imagem em anéis e setores (figura 11), sendo que os anéis
representam texturas onduladas com ondas espaciais definidas conforme tabela abaixo, onde os

valores foram adaptados para imagens adquiridas com resolugéo de 0,54 micras por pixel.
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mostrando anéis e setores.

)

Figura 13: Esquerda: imagem transforma. Direita: espectro de Fourier.
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Tabela 1: Frequéncias espaciais em micras por anel.

Anéis Frequéncias micras
1 9,73419,46
2 6,4949,73
3 4,86 4 6,49
4 3,8944,86
5 3,24 43,89
6 2,78 43,24
7 2434278
8 2,16 2243
9 1,94 42,16
10 1,7741,9%4
11 1624177
12 1,49 41,62
13 1,394 1,49
14 1,29 41,39
15 1,2141,29
16 1,14 41,21
17 1,08 41,14
18 1,08

Além da analise por anéis, é possivel rastrear a diregdo espacial das ondulagbes tanto no
sentido horizontal como vertical. Para isso, a imagem da aorta foi dividida em 18 setores, cada um

equivalente a 10 graus, o primeiro setor resume a soma de ondulagbes no eixo horizontal, o
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segundo, ondulagdes entre 10 e 20 graus, e assim sucessivamente. O setor oito e nove corresponde

as direcoes entre 80 e 100 graus, o que equivale a anélise no eixo vertical.

Al B
( N
Setor 9: Altas variacdes \
> Setor 9: Baixas variagdes
4 / !

Figura 14: A: Imagem com altas frequéncias no setor nove (vertical), e consequentemente altas variagdes. B: Setor nove: baixas
frequéncias: poucas variagdes.

As informagbes que se pode extrair das imagens FFT sdo muitas, energia de 18 anéis,
setores e quocientes entre eles, entdo, utilizamos analise multivariada associado com rotagéo
quartemax para determinar o grau de associa¢do entre as variaveis extraidas do espectro de
Fourier. A rotagéo pelo método quartemax, rotaciona um fator inicial de modo que uma variavel
tenha peso alto em um fator e peso tao baixo quanto possivel em outros fatores, com isso permite

simplificar o nimero de variaveis utilizadas. (Hair et al, 1998).

Tanto para andlise de fibras elasticas e colagenas utilizamos o quociente entre setor
9/1(razéo entre as frequéncias extraidas na horizontal e vertical) e anel 18, (frequéncias de até
1,08).

Obervamos a arquitetura da aorta comegando na intima, definido como ponto 0%, em
direcao a adventicia. A ultima fibra muscular marca o fim da camada média, definido como ponto
100%.
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Comparacéo de regides da aorta corada com picrosirius e sinal SHG:

Comparamos as imagens de picrosirius, rotineiramente utilizada para coloragdo de
colageno, com as imagens do sinal SHG. Para tanto, com o auxilio do gliding box, selecionamos
pequenas regides da imagem (1x1, 2x2, 4x4, 8x8, 16x16, 32x32, 64x64, 128x128 em pixels) e
comparamos as mesmos areas em ambas as imagens, registrando a fluorescéncia dptica integrada,

bem como variaveis que descrevem a fractalidade (R? e FD) e a entropia. P

Através da correlagdo de Pearson foi investigada se a fluorescéncia Optica integrada do
picrosirius juntamente com as alteragdes da arquitetura do colageno pode explicar a intensidade dos

valores integrados 6pticos do SHG.
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Analises estatisticas:

v Os dados foram calculados usando média e desvio padrao.
v’ As variaveis da textura foram comparadas entre os grupos por andlise de variancia ANOVA

e por Kruskal Wallis (nivel de significancia p<0,05).

v Andlise da textura comparando a metade externa com a interna de cada aorta por teste T
dependente. (nivel de significancia p<0,05).

v" A correlagédo de Pearson foi calculada comparando varidveis da textura e idade.

v' Analise Fatorial: para medir o grau de associagdo entre as variaveis extraidas do espectro
de Fourier. Rotag&o pelo método quartemax para melhor separagéo entre os fatores.

v’ As analises foram feitas no Programa Winstat 3.1 € uma parte dos graficos no Excel 2007.
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RESULTADDS



Resultados

Participaram deste estudo 72 pacientes: 22 normotensos, idade média 35,36 (+ 12,17:
maior idade17 e menor 59 anos), 38 pacientes com hipertenséo, idade média: 40,8, (+ 16,9; de18
a 78 anos), 12 aortas de pacientes que sofreram dissecgao, idade média 50 anos (+ 10, 9; de(33 a

69 anos).
Comparacao de regides da aorta corada com picrosirius e sinal SHG:

Adquirimos imagem de cinco aortas coradas com picrossirius € da mesma regido fizemos
uma imagem com sinal SHG (figura 15). Em seguida foi realizada, de cada aorta em diferentes
tamanho da janela do glinding Box, correlagéo de Person entre o sinal SHG e fluorescéncia Optica
integrada do picrosirius (tabela 2). Observamos que as correlagdes entre a fluorescéncia dptica
integrada do picrosirius € o sinal de SHG, melhoram com o aumento tamanho da janela do gliding
Box. A adigao de varidveis de textura, entropia dimensao fractal (FD) e R245, em véarios modelos
multivariados aumentou substancialmente os coeficientes de determinagdo R, como pose ser

observado na tabela 3.

Figura 15: Imagens adquiridas no microscopio confocal multiféton. A: imagem de colageno emitida pelo SHG. B: mesma imagem
corada com picrosirius. C: sobreposi¢éo das duas imagens.
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Tabela 2: Coeficiente de correlagdo de Pearson entre fluorescéncia do picrossirius e sinal

SHG.

Gliding 1x1 2x2 4x4 8x8 16x16 32x32 64x64 | 128x128
box r r r r r r r r
aorta 1 0,11892 | 0,12505 | 0,39267 | 0,30074 | 0,3716 | 0,36064 | 0,7951 | 0,73151
aorta 2 0,33987 | 0,45344 | 0,34476 | 0,3223 | 0,42008 | 0,57966 | 0,64191 | 0,8443
aorta 3 0,67677] 0,70658| 0,69311| 0,68204| 0,73738| 0,81271| 8,70E-01| 0,93188
aorta 4 0,60871] 0,64364| 0,70217| 0,79862| 0,81452| -0,33801| 097711 0,65536
aorta 5 0,62746| 0,74802| 0,80736| 0,88557| 094265 096112 091452 0,96522
Total 0,474346 | 0,535346| 0,588014 | 0,597854 | 0,657246 | 0,475224 | 0,839728 | 0,825654

Tabela 3. Coeficiente de correlagdo linear multipla entre fluorescéncia sinal SHG

picrossirius, entropia, R2e FD .

32x32 128x128
Gliding box R R

aorta 1 0,56 0,89
aorta 2 0,87 0,96
aorta 3 0,97 0,98
aorta 4 0,88 0,96
aorta 5 0,98 0,93

Total 0,852 0,944

As figuras 16 e 17 mostram imagem da espessura da aorta acompanhada do grafico que
representa a distribuicdo de fibras elasticas e colagenas. O verde representa fibras elasticas e o
vermelho sinal SHG. Para comparagdes dentro de cada aorta, dividiu-se a camada média em duas
partes: interna, proxima a intima e externa proxima a adventicia.
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Figura 16: Espessura da aorta de individuo normotenso. Verde: Fluorescéncia da eosina em fibras elasticas. Vermelho: geragéo de
segundo harménico (SHG) em fibras colagenas. A seta indica a transi¢do entre camada média e adventicia.

Metade interna Metade externa ¢
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Figura 17: Espessura da aorta de individuo HAS. Verde: Fluorescéncia da eosina em fibras elasticas. Vermelho: geragdo de segundo
harménico (SHG) em fibras colagenas. A seta indica a transicéo entre camada média e adventicia.
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Fibras elasticas

Tabela 4: variaveis da textura

Normotensos HAS Dissecgéo Analise  de
variancia
IOF 14186,9 15395,9 758,0362 p<0,0001
(+7829,58) (+8442,96) (£112,129)
Homogeneidade | 0,31 (x0,08) 0,26 (+0,08) 0,31 (x0,13) p=0,09
Local
Segundo 0,088 (+0,09) 0,064 (+0,05) 0,025 (+0,01) |p=0,007
Momento Angular
Entropia 12,7 (£0,57) 12,9 (+£0,61) 9,7 (£1,9) p<0,01

Unidades ndo definidas.

Analisamos a distribuicdo das fibras elésticas nos trés grupos de pacientes utilizando
fluorescéncia dptica integrada, O teste post-hoc (LSD) mostrou diferenga entre o grupo dissecgao x

normotensos e dissec¢do x HAS.

54



o T T
30000 - -
20000 - —
10000 - -

O - --— H >4 -, - ; o
intima 6 . 2I0 . 4I . IO . 8I0 . 1 0I Adventicia
Media %mso

€ DISSECCAO

Figura 18: Distribuicdo da fluorescéncia emitida pela eosina (corante de fibras elasticas) na aorta de normotensos (verde) HAS
(laranja) e dissecadas (vermelho).

Com o intuito de descrever a magnitude do sinal SHG na camada media de cada aorta,
percorremos toda a espessura da média, partindo da intima em diregdo a adventicia, e
correlacionamos através da correlagdo de Pearson, a intensidade do sinal com a espessura da
camada, valores da reta positivos significam aumento da intensidade de sinal préximo a adventicia
valores negativos significam diminuicdo. Plotamos o resultado (r) encontrado em cada aorta e

correlacionamos com a idade.
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Observamos que com a idade, nos individuos normotensos, ocorre diminui¢do deste sinal
em dire¢do a adventicia (r =-0,49 r2=0,23; p=0,01), porém no grupo HAS este fenémeno néo ocorreu
(r=0,064; r2=0.0049 p=0,34). Figura 19 e 20.
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Figura 19: Ordenada Y: Coeficiente de correlagdo entre sinal de fluorescéncia e distancia da intima em normotensos. Com a idade
ocorre diminuigdo da intensidade do sinal. r =-0,49 r2=0,23; p=0,01
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Figura 20 Ordenada Y: Coeficiente de correlagdo entre sinal de fluorescéncia e distancia da intima em hipertensos. N&o encontramos

relagdo com a idade em HAS. r=0,064; r2=0.0049 p=0,34

A tabela 5 mostra a IOF de fibras eldsticas dentro de cada aorta, tanto nos grupos dos

portadores de HAS como normotensos.

Tabela 5: Comparacgéo da distribuicdo de fibras elasticas entre metade interna e externa da camada

média.
IOF média
Metade interna Metade externa
Normotensos 17.881 (£3320,14) 10.556,9 (£5123,20) p<0,0001
HAS 18.730 (£24549,23) 11.888,2 (£5979,8) p<0,0001
Dissecgao 141,953 142,627 p=0,98

Metade interna; proximo a intima; externa: proximo a adventicia. Unidade néo definida.
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N&o houve diferenca significativa na Homogeneidade Local entre os grupos, mesmo quando
correlacionado com idade. No Segundo Momento Angular a diferenga encontrada foi entre

normotensos e dissecgdo; HAS e dissecgao.

Plotamos os cem maiores valores da entropia e obervamos que, apesar da entropia ndo
apresentar diferenca significativa entre os grupos normotensos e HAS, os cem maiores valores
estdo localizados em regides diferentes, conforme mostra os graficos 24 e 25. O desvio padrao do

grupo dissecgao € alto quando comparado com os outros grupos, (p<0,0001).
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Figura 21. Fibras elasticas: Plotamos em cada aorta os cem pontos de maiores valores da Entropia. Nos pacientes normotensos os
maiores valores concentram-se na transigao do tergo interno e médio.
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Figura 22. Fibras elasticas: Plotamos em cada aorta os cem pontos de maiores valores da Entropia. Nos portadores de HAS os
maiores valores estao localizados no terco médio da camada média.

Variaveis extraidas do espectro de Fourier na analise de fibras elasticas:

A partir do espectro da imagem FFT é possivel extrair diversas variaveis tais como: energia
dos anéis de 1 a 18, energia dos setores e 0 quociente dos mesmos. Para ndo usarmos ferramentas
que fazem a mesmas analises, calculamos 0 grau de associagdo das mesmas usando andlise
fatorial com rotagdo quatermax. Em anexo segue imagem do programa Winstat usado para

realizagdo deste procedimento e tabelas dos dados de todas variaveis extraidas da imagem FFT.

Os setores:

v" 1 a8: entraram em todos os casos no fator um.
v" Quociente 9/1: entrou 16 vezes de 21 no fator trés como fator Unico,

Os anéis:

v 5a18:20 de 21 vezes no fator um.
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v" Quociente 3/18: entrou 15x de 21 no fator dois
v" Quociente 4/18: entrou 13 vezes de 20 no fator dois

Tabela 6: Varidveis associadas extraidas das imagens FFT.

Fator 1 Fator 2 Fator3
Setor1a8 Anel Quociente 3/18 Setor 9/1
Anéis 5a 18

Diante dos resultados obtidos na analise multivariada, utilizamos para analise da aorta o
anel 18 (frequéncias de até 1,08 micras) e o quociente entre os setores 9/1, que representa a razao
entre as somas das frequéncias extraidas na diregc@o vertical e horizontal. A figura 26 mostra

ondulagdes nos setores um e nove e a figura 23 a razéo entre os dois setores.
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140000 —
120000 i1 o ) - 73 -

100000 J 1 J \nd aN YINL ) |

40000 | W -
20000 -

T T T T

INTIMA MEDIA ADVENTICIA

Figura 23: Andlise de Fourier. Vermelho: Valores de frequéncias no setor um (S1): corresponde a ondulagées no eixo horizontal.
Verde: frequéncias no setor nove (S9: ondulagées no eixo vertical).
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Figura 24: Analise de Fourier. Ondulages na imagem: quociente das frequéncias do setor nove e um.

Analisamos o quociente entre setores 9/1 e obervamos que a variancia € maior nos
individuos que sofreram disseccao, p=0,05. Em outras palavras, houve diferengas significativas no

quociente entre a soma dos periodos espaciais da dire¢do vertical e horizontal.

O grupo dissecgao apresentou menores valores no anel 18 e maiores valores de variancia
no mesmo anel. Isso significa que o grupo dissecgao tem diferente distribuicdo de estruturas neste
anel, que corresponde aos periodos espaciais, comprimentos de onda, de até 1,08 um. Plotamos
para cada aorta, 0s cem pontos com maiores valores do quociente das energias dos setores nove e
um, os graficos abaixo mostram a localizagéo destes pontos em normotensos (figura 25) e HAS
(figura 27).
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Tabela 7: Variaveis extraidas do espectro de Fourier utilizadas na analise de fibras elasticas:

Normotensos HAS Dissecg¢éo

Variancia do quociente das| 0,23 (£0,04) 0,20 (+0,05) 0,27 (£0,16) p=0,05
energias dos setores 9/1
Energia do anel 18 (frequéncia |81696,6 85667,6 45685,0 (+21866,6) |p<0,0001
até 1,08 micras) (£25831,5) (£27129,2)
Variancia da energia do anel 18  [0,16014 (£0,05) |0,16313 (£0,03) | 0,2708 (0,1) p<0,0001

D00 oo :

150 o eeereemee el -

Frequéncia
100 oo | ————— ‘ rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr
Intima (W) Média Adventicia

Figura 25: Analise de Fourier. Fibras elasticas: Plotamos para cada aorta, os cem pontos com maiores valores do quociente das
energias dos setores nove e um em normotensos.
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Figura 26: Analise de Fourier. Fibras elasticas: Plotamos para cada aorta, 0os cem pontos com maiores valores do quociente das
energias dos setores nove e um em hipertensos.

Imunofluorescéncia

A distribuicao do colageno tipo | e Ill ao longo da espessura da aorta ocorre conforme figura
27 e 28.

Figura 27: controle: Imunofluorescéncia da aorta. Esquerda: imagem marcada com anticorpo, direita: imagem negativa.
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Figura 29:

Figura 28: Distribuicao do colageno Tipo | ao longo da espessura da aorta.

Imunofluorescéncia colageno llI

Collll

Distribuicdo do colageno Tipo lll ao longo da espessura da aorta.
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As tabelas oito e nove mostram a distribuicdo da IOF do colageno tipo | e Ill ao longo da

espessura da média, tanto na aorta de normotensos como na de hipertensos. O colageno tipo | foi

maior na metade externa proximo a adventicia, o tipo Ill ndo apresentou diferenca na distribuicdo na

espessura da aorta.

Tabela 8: Distribuigdo do colageno tipo | e lll em individuos normotensos.

Normotensos Metade
Colageno IOF Interna IOF Externa
Tipo | 26799,6 (£10085,0) 33091,4 (+6699,44) p=0,05
Tipo lll 30108,5 (+9289,33) 28481,8; (+ 12145,2) p=0,46

Metade interna: proximo a intima; externa préxima a adventicia.

[ERTERE |
NORMOTENSOS COLAGENO 1

Metade interna

Metade externa

COL3

10000

(zSuer §
NORMOTENSOS COLAGENO3

[

Metade interna

Metade externa

Figura30: A: IOF do colageno tipo | B: IOF do colageno tipo Ill em aorta de normotensos. Metade interna (proximo a intima) e externa
(proximo a adventicia).
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Tabela 9: Distribuicdo do colageno tipo | e Ill em individuos HAS.

HAS Metade

Colageno IOF interna IOF externa

Tipo | 30535,9 (+8154,69) 35840,9 (+9544,08) p=0,01

30274,06 (+8.614,9) 31319,69(+9682,86)
Tipo Il p=0,5
Metade interna: proximo a intima; externa préxima a adventicia.
III ) [2Sdemr i B ' [2Sdemr i

. 1 oo | T T
30000 T 25000 7

Metade interna

Metade externa

Metade interna

Metade externa

Figura 31 : A: IOF do colageno tipo | B: IOF do colageno tipo IIl em aorta de hipertensos. Metade interna (préximo a intima) e externa
(proximo a adventicia).

Na espessura da camada média, em sentido a adventicia, ocorre ponto de aumento do
colageno conforme tabe abaixo.

Tabela 10: Picos do colageno na espessura da aorta.

Ponto de aumento do colageno |

Normotensos

99%

HAS

96,40%

Ponto de aumento do colageno Il

Normotensos

99,50%

HAS

94%
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Sinal SHG

Tabela 11: Variaveis da textura

Normotensos HAS Dissecg¢éo p
|OF 6.831,16 (£2953,40) |7.047,49 123,946 (£273,9) <0,0001
(£3291,29)
Homogeneidade Local | 0,56 (+0,13) 0,53 (x0,11) 0,452 (+0,06) 0,07
Segundo  Momento [ 0,31 (£0,13) 0,27 (x0,12) 0,177 (x0,07) 0,02
Angular
Entropia 10,1 (¢1,6) 10,08 (£1,2) 6,65 (1,7) 0,001

Analisamos a distribuicao do sinal SHG emitido pelo colageno nos trés grupos de pacientes

utilizando a IOF. As aortas dos individuos que sofreram dissecgao, assim como nas fibras elasticas,

tiveram uma redug&o brusca do SHG, conforme mostra o grafico abaixo.
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Figura 32: Distribuigdo do SHG na espessura da camada média em normotensos (verde) HAS (laranja) e que sofreram
dissecgao (vermelho).

Na espessura da camada média, em dire¢c@o a adventicia, ocorre um ponto de aumento do
sinal SHG e antes dele um vale, ou seja, uma regiao onde ha menor intensidade do sinal, conforme
mostra a tabela abaixo.
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Tabela 12: Pontos de aumento do sinal SHG na espessura da aorta.

Ponto de aumento do sinal
SHG
Normotensos 79,2% (£11,3); 1189,64
HAS 89,96% (£6,9); 1577,05u

IOF
20000

15000 -

10000 - -

S000 - -

intima Média T Adventicia

Figura 33: Distribui¢do do sinal SHG na espessura da camada média em individuo HAS. A seta em vermelho indica o vale
formado entre dois picos do sinal SHG, a seta em preto indica a transi¢ao entre as camadas média e adventicia.

Com o intuito de descrever a magnitude do sinal SHG na camada media de cada aorta,
percorremos toda a espessura da média, partindo da intima sentido adventicia, e correlacionamos a
intensidade do sinal com a espessura da camada , valores de correlagdo positivos significam
aumento da intensidade de sinal préximo a adventicia valores negativos significam diminuig&o.

Plotamos o resultado encontrado em cada aorta e correlacionamos com a idade.

Observamos que com a idade, ocorre diminuicdo deste sinal em direcdo a adventicia tanto
nos individuos normotensos (r: -0,4848 r2: 0,23885 p=0.08) como nos portadores de HAS (r: -
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0,31672; r2: 0,10031; p=0,03), porém nos primeiros a diminuicdo € mais acentuada. Figura 34 e 35

respectivamente.

T S — S—

ol A — A—

20 30 40 50 60
IDADE

Figura 34: Ordenada Y: Coeficiente de correlacdo entre sinal SHG e distancia da intima em aorta de normotensos. x:
idade. Com o envelhecimento ocorre diminuigdo do sinal em diregdo & adventicia em normotensos. r: -0,4848, r2: 0,23885 p=0.08

R e — e SRR S

IDADE [y -093193 +-0,21723'LOGX) [

Figura 35: Ordenada Y: Coeficiente de correlagdo entre sinal SHG e distancia aa inuma em aorta ae niperensos. A: iaade. Com
envelhecimento ocorre diminuigéo do sinal em diregao & adventicia nos portadores de HAS. r: -0,31672; r2: 0,10031; p=0,03
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As aortas das mulheres mais velhas portadoras de HAS apresentam diminuicdo maior
(r2=0,54) do sinal SHG, em sentido intima adventicia, em relagdo aos homens da mesma faixa etaria

e portadores da doenga (r2=0,3).

Ndo houve diferenga significativa na Homogeneidade Local e no Segundo Momento

Angular, dentro dos grupos, quando correlacionado com idade.

Variaveis extraidas do espectro de Fourier na analise do SHG emitida por estruturas

de colageno:

Utilizamos analise multivariada associado com rotagdo quartemax, conforme anexo, para
determinar o grau de associa¢ao entre as variaveis extraidas do espectro de Fourier na analise do
SHG.

Energia dos Setores:

v" 1 a8: entraram em todos os casos no fator um.
v" Quociente 9/1: entrou como fator individual 18 de 21 no fator trés, e 17 vezes ficou como
fator isolado.

Energia dos Anéis:

v" 5a17: entraram todos no fator um;
v" 18: entrou 20 vezes no fator 1.
v" Um: entrou 20 vezes no fator 2,
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Tabela 13: Variaveis associadas extraidas da imagem FFT:

Fator 1 Fator 2 Fator3
Setor1a8 Anel 1 Setor 9/1
Anéis5a 17
Anel 18

Utilizamos para anélise os dados obtidos no anel 18 (frequéncias até 1,08 micras) e o
quociente entre os setores 9/1, que representa a razao entre as somas das frequéncias extraidas na

diregdo vertical e horizontal.

Tabela 14: Variaveis extraidas do espectro de Fourier utilizadas na analise do sinal SHG.

SHG Normotensos HAS Dissecg¢éo p
Variéncia do quociente das 0,20 (+0,046) 0,18 (+£0,035) 0,18 (x0,1) 0,35
energias setores 9/1
Variéncia da energia anel 18 0,34273 (x0,33) [0,25151 (+0,28) 0,34 (+0,23) 0,46
Energia do anel 18 16.7476 16.3030 10.8847 (£45356) | <0,0001
(£26856,3) (£27649,6)

Anel 18: Na analise post hoc identificamos que o grupo disseccao foi diferente dos demais.

A variancia da energia do quociente entre setores 9/1 diminui com a idade nos individuos

normotensos r=-0,593, p=0,0023. Nos portadores de HAS, nao ocorreu este fato. r=0,25031; p=0,08.
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Analise do sinal SHG dentro de cada aorta:

Tabela 15: Analise do sinal SHG na aorta de normotensos

Normotensos Metade interna Metade externa p
|OF 6.982,90 (x2514,03) 6.939,67 (£2591,08) | p=0,06
Entropia 6,3 (£1,9) 5,68 (£1,7); p<0,001
Metade interna: préximo & intima; externa: préximo a adventicia.
Tabela 16: Analise do sinal SHG na aorta de HAS
HAS Metade interna Metade externa p
|OF 6.509,36; (+2326,51) | 7.400,11 (£2724,54) |p=0,04
Entropia 6,22 (£1,5); 6,28 (+1,57) p=0,06

Metade interna: proximo a intima; externa: proximo a adventicia.

A partir dos 40 anos, a metade interna da aorta dos normotensos apresenta maiores valores
para IOF e Entropia, quando comparados com a mesma regido dos HAS. Ja a metade externa néo

apresenta diferenca de IOF entre os grupos, porém a entropia tem maiores valores nos HAS.

Dissecgao

As dissecgdes ocorreram entre 52,2% e 80% da espessura da média (média 64,5%). Nos
casos analisados, observamos que o sinal gerado pelas estruturas de colageno possui dois pontos

maximos, um antes da disseccdo préximo a 60% da espessura da média e outro logo apés a
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dissecgao, proximo a 80% da espessura da média, local que chamamos de ponto de aumento do
SHG e foi justamente entre estes pontos que ocorreram as dissecgoes. Figura 36. A distdncia média

entre dissecgéo e ponto do aumento do sinal SHG, foi de: 187,2 micras; maior: 675,8 menor: -12,9.

Observamos em todas as aortas que sofreram disseccdo a presenca de um discreto

infiltrado inflamatorio, com predominancia de neutrofilos.

2000~ C —————————

: B2551-5C

IOF

500 -

0 20 40 60 80 100
INTIMA MEDIA ADV

Figura 36: A: imagem da espessura da aorta de individuo dissecado, adquirida no microscopio multiféton, verde: fibras
elasticas, vermelho SHG. B: imagem de aorta em microscoépio de luz comum corada com A HE. C: grafico mostrando a IOF
Do sinal SHG na espessura da camada média, a seta indica o local onde ocorreu a dissecgao.
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Proporgao fibras elasticas e colagenas.

Calculamos a proporgéo entre colageno fibras elasticas (ELCOR) usando a IOF do sinal SHG e IOF
da fluorescéncia da eosina em cada aorta.

Tabela 17: Proporgéo entre fibras elésticas e sinal SHG.

SHG Normotensos HAS Dissecgéo p

ELCOR 0,658 (20,29) | 0,565(x0,21) | 1,8 (20.1,5) 0,002

51| QUOCENTECOLELA | ]

Figura 37: Proporg&o entre colageno e fibras elasticas (ELCOR) em aorta de normotensos, hipertensos e de dissecgao.

Dentro de uma mesma aorta, observamos que enquanto nos normotensos e hipertensos a
propor¢ado entre colageno/ fibras elastica € menor que um, indicando maior intensidade de sinal sinal

SHG do que de fluorescéncia, nos individuos dissecados ocorreu inverso.
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DISCUSSAD



Discussao

O diagndstico em anatomia patoldgica € dependente de técnicas que demandam tempo no
preparo, custos e experiéncia do observador. Considerando que, 0 acesso ao diagndstico em paises
em desenvolvimento estd aquém do necessario, 0 emprego de técnicas que possam agilizar e
diminuir os custos destas analises é bastante desejavel. Uma metodologia pela qual seja possivel,
de maneira simultédnea, quantificar e analisar colageno e fibras elasticas, independente da
experiéncia do observador, e com custos menores representa um novo horizonte na analise destas

estruturas.

O emprego de lasers no estudo de tecidos humanos representou um avango nao sé no que
diz respeito a pesquisa basica, mas também na aplicada, contribuindo para diagndsticos e
prognésticos. A aquisi¢do de imagens com lasers permite a analise de estruturas que outrora sé era
possivel observa-las através de coloragdes quimicas, imunohistoquimica ou imunofluorescéncia,
técnicas estas sujeitas a problemas de foto decaimento, além de despender tempo e custos
elevados. Além disso, estes procedimentos geram residuos que precisam ser gerenciados

corretamente para que nao contaminem o meio ambiente.

Os arranjos de fibras colagenas formam estruturas ndo lineares que sdo fundamentais
para geracdo de sinal SHG (Chiu et al, 2010). Diversos trabalhos empregam geragdo de
segundo harménico para analise de colageno em tumores (Guo et al, 1999, Adur, 2011), vasos
sanguineos (Zoumi, 2004, Vieira et al 2009), cicatrizes (Ferro et al, 2012) e cornea ( Teng,
2006). A geracdo do sinal SHG além de ndo causar dano aos tecidos possibilita a analise de

laminas n&o coradas, inclusive arquivadas ha anos.

A analise computadorizada de imagens representa um avango na interpretagao destas, uma
vez que novas tecnologias em aquisigdes de imagens requerem o uso de analise quantitativa dos
tecidos (Kayser, 2006). A quantificacdo das alteragées morfolégicas da textura pode ser feita por
analise humana e computadorizada (Lorand-Metze,1996; Irazusta et al., 1998; Lorand-Metze et al.,
1998; Cia et al.,1999; Oliveira et al., 2001; Auada et al., 2006; Rocha et al., 2006; Adam et al., 2006;
Herreros et al., 2007; Kayser et al., 2007; Mello et al., 2008; Rocha et al., 2008; Prado 2008; ). No
entanto, os parametros de analise de imagem computacional possuem a vantagem de estimar

pequenas mudangas — que nao sdo 6bvias ao olho humano ou mesmo invisiveis e por isso dificeis
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de incluir numa descrigdo qualitativa (Metze, 1999; Adam, 2002) — além de ser independe da

subjetividade humana.

A analise de textura utilizando variaveis derivadas da matriz de co-ocorréncia de Haralick,
entropia e homogeneidade local, ja foi utilizada em estudo de carcinomas (Rybka e col, 2008); da
derme (Herreros e col, 2006); de mielomas (Ferro, 2011); para diagnostico diferencial entre tireoidite
folicular e neoplasias (Ferreira e col, 2006) e também de fibras elasticas (Vieira, 2009). A anélise de
imagens utilizando-se de Transformada de Fourier ja foi utilizada para diferenciar a arquitetura de
fibras elasticas e de colageno em doengas dermatoldgicas (Metze et al., 2002; Van Zuijlen et al.,
2002).

Neste trabalho, utilizamos estas ferramentas matematicas para analisar quantitativamente a
disposicao das fibras elasticas e coldgenas em regides da aorta que na microscopia o6tica pareciam
inalteradas. Das variaveis extraidas da matriz de co-ocorréncia de Haralick a entropia demonstrou
boa capacidade em localizar regiées da aorta que apresentavam maiores disturbios da arquitetura.
N&o conseguimos detectar diferencas da arquitetura de individuos HAS e normotensos utilizando a
Homogeneidade local e Segundo momento angular, contudo a Ultima ferramenta distinguiu a aorta

de disseccao das de normotensos e hipertensos.

Das variaveis extraidas do espectro de Fourier, a variancia do anel 18 (frequéncias de até
1,08u) diferenciou a dissecgao dos outros grupos, tanto nas analises de colageno como nas fibras
elasticas. O quociente entre os setores nove e um diferenciou a dissecgdo dos outros grupos nas
analises de fibras elasticas. Para colageno esta ferramenta ndo conseguiu diferenciar os grupos,

porém mostrou as diferengas provocadas pelo envelhecimento.

Além das ferramentas acima citadas, utilizamos também a fluorescéncia ética integrada
(IOF), que foi eficaz em analisar a distribuicdo de colageno e fibras elasticas nas imagens. Os
estudos do colageno utilizando geracdo de segundo harménico vém sendo mundialmente utilizada
desde que Campagnhola em 1999 publicou o primeiro artigo sobre esta técnica de geracéo de sinal.
Porém nenhum trabalho foi desenvolvido com o intuito de descrever em quais estruturas do
colageno ou em qual situagéo este sinal € gerado, nosso trabalho vem colaborar com a comunidade

cientifica neste quesito. Demonstramos que apesar do colageno estar presente numa determinada
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estrutura, neste caso na aorta, o sinal SHG é emitido apenas quando existe uma organiza¢do do

mesmo, ou seja, a presenca de colageno e seus arranjos séo fundamentais.

A analise conjunta, de imunofluorescéncia e SHG, para analise de colageno na aorta é de
suma importancia, pois enquanto a primeira permite visualizar delicadas estruturas fibrilares,
inclusive intracelulares, a segunda permite analisar arranjos e orientagdo do colageno, (Chiu et al,
2010). A imunofluorescéncia mostra os reforgos fibrilares presentes entre os arranjos formados pelas
moléculas de colageno, e estes arranjos de coldgeno apesar de ndo serem visualizadas pela

imunomarcagao o sao através da geragéo de segundo harménico (SHG).

Sabemos que a hipertensdo induz degeneragdo mixéide na aorta, que pode ser facilmente
observada por meio da microscopia dptica. O objetivo deste trabalho foi saber se ha alteragdes
morfologicas detectaveis antes da instalagdo da degeneragédo. Para isso as imagens foram
realizadas em regides que na microscopia dptica pareciam normais, e para interpreta-las utilizamos
ferramentas computacionais. Apesar de (analisado a partir da IOF) ndo encontrarmos diferencas
significativas na distribuicdo de fibras elasticas entre HAS e normotensos, encontramos alteragbes
da arquitetura — maiores desvios da entropia e ondulagdes do quociente 9/1 da FFT - na transi¢éo
entre o tergo interno e médio da aorta de individuos normotensos, enquanto na aorta de individuos

portadores de HAS estes distirbios se concentraram principalmente na regiéo externa.

A irrigacao da aorta ocorre de duas formas: i) por difuséo, a partir da intima até o terco
médio; ii) por vasos vasorum, da adventicia até o tergo externo. Angouras e colaboradores (2000)
observaram que, em suinos, numa situagéo de isquemia o tergo médio da aorta € o primeiro a sofrer
privacdo de oxigénio e nutrientes. Coincidentemente foi nesta regido que encontramos maiores
distirbios de fibras elasticas em individuos normotensos, dessa maneira sugerimos que estes
disturbios estdo associados ao tipo de irrigagdo da aorta. Por outro lado o remodelamento do
sistema elastico encontrado nos individuos HAS, possivelmente esta associado ao aumento da forca
mecanica do fluxo sanguineo que, colidindo constantemente na parede da aorta, promove uma nova
arquitetura deste vaso. Nesse sentido Vieira e colaboradores (2009) descreveram que, em
hipertensdo, as fibras elasticas apesar de ndo diminuirem em quantidade, apresentam maiores

distirbios o que as torna mais suscetiveis a fragmentagéo.
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Observamos que o envelhecimento cursa com uma discreta diminuicdo da intensidade
do sinal de fluorescéncia (fibras elasticas) ao longo da espessura da aorta de normotensos se
comparado aos portadores de HAS. Como n&o ocorre diminui¢gdo do nimero de fibras elasticas
(Vieira, 2009) este achado pode estar associado a fragmentagéo destas estruturas provocada
pelo envelhecimento (Hirst, 1976). Nas aortas dos pacientes HAS, o aumento da sintese de
fibras elasticas interlamelares (Keeley e Alatawi, 1991), responsaveis pela conexao entre uma
fibra e outra, compensam a perda, o0 que pode justificar a auséncia na diminui¢ao do sinal de

fluorescéncia nestes individuos.

A redug@o na intensidade do sinal SHG, sentido intima adventicia, que ocorre com o avango
da idade nos individuos normotensos, deve ser interpretado como uma diminuicdo dos arranjos
formados por moléculas de colageno, o que nao implica, necessariamente, na diminuicdo da
quantidade de colageno. Porém, De Figueiredo e colaboradores (2008) encontraram menor
concentragdo de colageno na metade externa da aorta, diante disso pensamos que a redugdo do

sinal se deve nao s6 pela diminui¢do dos arranjos, mas também pelo turnover de colageno.

Fendmeno interessante ocorreu quando analisamos a intensidade do sinal SHG ao longo da
espessura da média, partindo da intima em sentido a adventicia. Observamos que o envelhecimento
provoca, nos individuos normotensos, uma diminuigdo na intensidade deste sinal a medida que se
aproxima da adventicia. Mesmo nos portadores de HAS, onde ha um aumento no furnover de
colageno, ocorre uma discreta diminuicdo do sinal SHG. Sabidamente o envelhecimento provoca
degradacao de colageno (Jacob, 2003) bem como de outras estruturas da matriz extracelular. Ja a
hipertensdo proporciona aumento desta proteina (Laviades et al 1998; Olivetti et al, 1982), isso nos
leva a acreditar que o0 aumento do colageno nos hipertensos compensaria a perda provocada pela
idade.

Em mulheres, se comparado aos homens na mesma faixa etaria, o envelhecimento da aorta
coincidiu com uma diminuicdo acentuada do sinal SHG, em sentido intima adventicia. E conhecido
que 0s horménios sexuais modulam o remodelamento dos vasos sanguineos e tem papel crucial na
deposicédo de colageno (Orshal and Raouf, 2004; Natoli et al, 2005; Spinale, 2007). Sabe-se ainda
que, apds a menopausa, a secre¢do de progesterona € praticamente ausente, e a sintese de

estrogénio cai significativamente. Além disso, estudos com ratas demonstraram que estradiol e
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progesterona aumentam a deposi¢do de colageno. (Fischer and Swain, 1977; Fischer and Swain
1985; Natoli et al, 2005). Dessa maneira a diminuigdo deste hormdnio, que ocorre com

envelhecimento, pode explicar a redugao de colageno encontrado na aorta de mulheres mais velhas.

Na metade externa da aorta observamos a presenca de um vale — onde ocorre menor
intensidade do sinal SHG - o qual é ladeado por dois picos de maior intesidade do sinal SHG, isto
parece indicar que ha uma regido com menor quantidade de estruturas de arranjos de colageno.
Este “vale” também foi visualizado tanto na distribuicdo do colageno tipo | como no tipo Ill, ou seja,
na metade externa da camada média existe um canal onde ha menor quantidade de estruturas
organizadas e também menor quantidade de colageno tipo Il e I. Em portadores de HAS
observamos que nesta regido estdo concentrados os maiores disturbios da arquitetura, observados

a partir da entropia.

As dissecgOes analisadas neste trabalho, todas de portadores de HAS, ocorreram na
metade externa da média sempre entre dois picos do sinal SHG. Entao sugerimos que, a arquitetura
do “canal’, por apresentar menor quantidade de arranjos de coldgeno e menor quantidade de
colageno tipo | e lll, ¢ uma regido fragilizada e o aumento da pressédo sanguinea presente em HAS,

pode torna-las mais suscetivel a delaminagdes.

A incidéncia de hipertensao é alta, cerca de 22,7% dos brasileiros séo diagnosticados
como hipertensos (MS, 2011), enquanto nos Estados Unidos, 1 em cada 3 individuos
desenvolvem HAS (NIH). Ja a incidéncia da disseccéo é baixa, esta enfermidade acomete entre
5 — 30 individuos por um milhdo de pessoas ao ano (Nienaber et al, 2004). Diante desse quadro
nos questionamos por que apenas algumas aortas dissecam, se ha em todas elas um canal com
menor quantidade e arranjos de colageno? Segundo os nossos estudos acreditamos que, nos
individuos que sofrem dissecgdo, deve haver alguma diferenga estrutural ou bioquimica no
colageno do interior deste canal, que o tornaria mais suscetivel a delamina¢ées numa situacao

em que ocorre aumento de pressao.

Além disso, mudangas na propor¢do colageno/elastina, como as que encontramos nas
aortas dissecadas, provocam alteragdes na fungéo biomecanica dos vasos. Isso nos leva a pensar
que além da degradagéo intensa da matriz extracelular, que ja torna a aorta mais suscetivel a

rupturas, a mudanca na propor¢ao destas proteinas colabora para o rompimento deste vaso.
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O valor da entropia para o grupo dissecgao foi menor em relagdo ao outros dois grupos,
isso provavelmente esta associado a diminuigdo do sinal emitido pela aorta dissecada. Porém,
mesmo com a diminui¢do do sinal, os distdrbios das fibras elésticas e coldgenas geram maiores
desvios da média da entropia e maiores variancia da FFT, principalmente em estruturas de até
1,08 y, que estdo localizados nas aortas dissecadas, apontado para uma maior desorganizagao

e fragmentacao nestas aortas.

O motivo pelo qual ocorreu intensa redugao do sinal de fluorescéncia da eosina ligada a
fibras elésticas e também do sinal SHG, ainda néo esta esclarecido. Uma possivel explicagéo &
a agao das metaloproteinases que degradam matriz extracelular (Xiaoming et al, 2009). A acéo
destas proteinas, ao longo do tempo, provocaria perdas ou mudangas nas estruturas da camada
média e no ambiente quimico da aorta, o que poderia explicar a diminuicdo dos sinais
mencionados anteriormente, e contribuir, principalmente, para o enfraquecimento da aorta, que

em situacdes de hipertensao a tornaria mais suscetivel a delaminacao.

Apesar destas teorias, o esclarecimento deste fato necessitaria de um modelo animal,
no qual pudéssemos acompanhar o desenvolvimento da dissec¢do, ativagdo e agdo das
metaloproteinases ao longo do tempo com a intensidade do sinal, tanto SHG como o de

fluorescéncia emitido pela aorta.
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CONCLUSAD



Conclusao

v As ferramentas para analises histologicas como: homogeneidade local e entropia de
Haralick; quociente do setor 9/2 e anel 18 extraido do espectro de Fourier a partir das FFT
e fluorescéncia integrada dptica (IOF), séo ferramentas uteis para analise de estruturas da

aortas.

v Nos individuos normotensos ha uma diminuigao da intensidade do sinal SHG, ao longo da
espessura da média, partindo da intima em sentido a adventicia, enquanto em portadores

de HAS ocorre um aumento.
v 0O envelhecimento provoca uma diminuigdo mais acentuada na intensidade do sinal SHG
em sentido intima a adventicia em individuos normotensos, ao passo que nos portadores

de HAS essa diminui¢ao é mais discreta.

v A dissecgdo da aorta ocorreu entre dois picos de SHG, apontado que a mesma ocorre

entre dois reforcos de colageno.
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ANEXOS



Figura 1: Programa utilizado para analisar o grau de associagéo entre as variaveis extraidas do
espectro de Fourier.
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Tabela 1: Variaveis extraidas do espectro de Fourier na analise de SHG, por setor.

CASO Sect01 Sect02 Sect03 Sect04 Sect05 Sect06 Sect07 Sect08 Sect09 SETOR9/1

103-5 F160% F160% F160%  F160% F160% F160% F160% F160% F160% F4 4,7%
106-08 F1724% F1724% F1724% F1724% F1724% F1724% F1724% F1724% F1724% F34,6%
113-5 F1549% F1549% F1549% F1549% F1549% F1549% F1549% F1549% F1549% F37,8%

13-3 F1613% F1613% F1613% F1613% F1613% F1613% F1613% F161,3% F35,6%
136-8 F1708% F1708% F1708% F1708% F1708% F170,8% F1708% F1708% F1708% F3413%
142-4 F1613% F1613% F1613% F1613% F1613% F1613% F1613% F1613% F1613% F350%
149-4 F1614% F1614% F1614% F1614% F1614% F1614% F1614% F1614% F1614% F347%
17-5 F163% F163% F163%  F163% F163% F163% F163% F163% F38,7%  F387%
18-10 F1703% F1703% F1703% F1703% F1703% F1703% F1703% F1703% F1703% F34%
24-4 F1656% F1656% F1656% F1656% F1656% F1656% F1656% F1656% F1656% F33,9%
27-4 F160% F160% F160%  F160% F160% F160% F160% F160% F160% F36,4%

38-05 F160% F160% F160%  F160% F160% F160% F160% F160% F4 8,2%
40-07 F170% F170% F170%  F170% F170% F170% F170% F170% F170% F36%

43-5 F163,% F163,% F163% F163% F163% F163% F163% F163,%  F163,%

67-5 F172% F172% F172%  F172% F172% F172% F172% F172% F172% F35,15%
72-7 F170% F170% F170%  F170% F170% F170% F170% F170% F220%
74-9 F160% F160% F160%  F160% F160% F160% F160% F160% F160% F35%
81-7 F156% F156% F156%  F156% F156% F156% F156% F156% F156% F36%
90-4 F162% F162% F162%  F162% F162% F162% F162% F162% F162% F38%
154-3 F162% F162% F162%  F162% F162% F162% F162% F162% F162%  F37%
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Tabela 2: Variaveis extraidas do espectro de Fourier na analise de SHG, por anel.

CASO Ring01 Ring02 Ring03 Ring04 Ring05 Ring06 Ring07 Ring08 Ring09 Ring10
103-5 F219,8% F219,8% F160% F160% F160% F160% F160% F160%
106-08 F217,3% F1724% F1724% F1724% F1724% F1724% F1724% F1724% F172,4%
113-5 F224,7% F2247%  F2247% F1549% F1549% F154,9% F1549% F1549% F154,9%
13-3 F2234% F2234% F2234% F1613% F1613% F1613% F161,3% F1613% F1613% F161,3%
136-8 F216,6% F1708% F170,8% F170,8% F170,8% F170,8% F170,8% F1708% F170,8%
142-4 F224% F224%  F224% F1613% F161,3% F161,3% F161,3% F1613% F1613% F161,3%
149-4 F2245% F2245% F2245% F2245% F161,4% F1614% F161,4% F1614% F1614% F1614%
17-5 F218%  F218% F163% F163% F163% F163% F163% F163% F163% F163%
18-10 F170,3% F1703% F1703% F1703% F170,3% F1703% F170,3% F170,3% F1703% F170,3%
24-4 F220,3% F220,3% F1656% F1656% F165,6% F1656% F1656% F165,6% F1656% F165,6%
27-4 F222%) F222%) F222%) F222%) F160% F160% F160% F160% F160% F160%
38-05 F383% F160% F160% F160% F160% F160% F160% F160% F160% F160%
40-07 F215%  F215% F170% F170% F170% F170% F170% F170% F170% F170%
43-5 F2 22% F2 22%  F2 22% F163,% F163,% F163,%  F163,% F163,% F163,%  F163,%
67-5 F172%  F172% F172% F172% F172% F172% F172% F172% F172% F172%
72-7 F170% F170% F170% F170% F170% F170% F170% F170%
74-9 F228%  F228% F2 28% F2 28% F160% F160% F160% F160% F160% F160%
81-7 F224%  F224% F2 24% F156% F156% F156% F156% F156% F156% F156%
90-4 F218,3% F2183% F2183% F162% F162% F162% F162% F162% F162% F162%
154-3 F217%  F217% F162% F162% F162% F162% F162% F162% F162% F162%
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Tabela 3: Variaveis extraidas do espectro de Fourier na analise de SHG, por anel.

CASO Ring11 Ring12  Ring13 Ring14 Ring’5 Ring16  Ring17  Ring18
103-5 F160% F160% F160% F160% F160% F160% F160% F160%
106-08 F1724% F1724% F1724% F1724% F1724% F1724% F1724% F1724%
113-5 F1549% F1549% F1549% F1549% F1549% F1549% F1549% F1549%
13-3 F161,3% F1613% F1613% F1613% F1613% F1613% F161,3% F1613%
136-8 F1708% F1708% F1708% F170,8% F1708% F1708% F170,8% F170,8%
F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1
142-4 61,3% 61,3% 61,3% 61,3% 61,3% 61,3% 61,3% 61,3%
149-4 F1614% F1614% F1614% F1614% F1614% F1614% F1614% F1614%
17-5 F163% F163% F163% F163% F163% F163% F163% F163%
18-10 F170,3% F1703% F1703% F170,3% F170,3% F1703% F170,3% F170,3%
24-4 F165,6% F1656% F1656% F1656% F1656% F1656% F1656% F165,6%
27-4 F160% F160% F160% F160% F160% F160% F160%
38-05 F160% F160% F160% F160% F160% F160% F160% F160%
40-07 F170% F170% F170% F170% F170% F170% F170% F170%
43-5 F163,% F163% F163% F163% F163% F163% F163,% F163%
67-5 F172% F172% F172% F172% F172% F172% F172% F172%
72-7 F170% F170% F170% F170% F170% F170% F170% F170%
74-9 F160% F160% F160% F160% F160% F160% F160% F160%
81-7 F156% F156% F156% F156% F156% F15% F156% F156%
90-4 F162% F162% F162% F162% F162% F162% F162% F162%
154-3 F162% F162% F162% F162% F162% F162% F162% F162%
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Tabela 4: Variaveis extraidas do espectro de Fourier na analise de SHG, quociente entre anéis.

CASO Ring01/Ring18  Ring02/Ring18 Ring03/Ring18 Ring04/Ring18  Ring05/Ring18

103-5 F219,8% F219,8% F219,8% F38,2%

106-08  F217,3% F217,3% F217,3% F217,3%

113-5 F2 24,7% F224,7% F224,7% F224,7%

13-3 F2 23.4% F2 23.4% F223,4% F223,4% F223,4%
136-8 F216,6% F216,6% F216,6% F216,6%

142-4 F2 24,% F2 24,% F224,% F2 24,% F2 24,%
149-4 F2 24,5% F2 24,5% F2 24,5% F224,5% F224,5%
175 F218% F2 18% F2 18% F2 18%
18-10 F217,17% F217,17% F217,17% F217,17% F217,17%
24-4 F220,3% F220,3% F220,3% F220,3% F220,3%
27-4 F2 22%) F2 22%) F2 22%) F2 22%) F2 22%)
38-05 F38,3% F28,3% F28,3%
40-07 F2 15% F2 15% F2 15%

435 F2 22% F2 22% F2 22% F2 22% F2 22%
67-5 F2 14% F2 14% F2 14% F2 14% F2 14%
72-7 F2 20% F2 20% F2 20% F2 20% F2 20%
74-9 F2 28% F2 28% F2 28% F2 28% F2 28%
81-7 F2 24% F2 24% F2 24% F2 24% F2 24%
90-4 F218,3% F218,3% F218,3% F218,3%

154-3 F217% F217% F217% F217%
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Tabela 5: Variaveis extraidas do espectro de Fourier na analise de fibras elasticas, por setor.

CASO Sect02 Sect03 Sect04 Sect05 Sect06 Sect07 Sect08 Sect09 SETOR9NM
103-5 F175% F175% F175% F175% F175% F175% F175% F175% F4 4,4%
106-08 F182% F182% F182% F182% F182% F182% F182% F182%

135 F1715% F1715% F1715% F1715% F1715% F1715% F1715% F1715% F4 4,2%
13-03  F155% F155% F155% F155% F155% F155% F155% F155% F38%
136-08 F152% F152% F152% F152% F152% F152% F152% F477% F47,7%
142-4  F177% F177% F177% F177% F177% F177% F177% F177% F35,7%
149-4  F167% F167% F167% F167% F167% F167% F167% F167% F39,2%
154-3  F162% F162% F162% F162% F162% F162% F162% F162% F38,5%
17-05 F167% F167% F167% F167% F167% F167% F167% F167% F39,2%
18-10  F165% F165% F165% F165% F165% F165% F165% F165% F4 5%
24-04  F157% F157% F157% F157% F157% F157% F310% F310% F310%
27r F160% F160% F160% F160% F160% F160% F160% F310,2% F310,2%
385 F163% F163% F163% F163% F163% F163% F163% F163% F46,3%
40-7  F172% F172% F172% F172% F172% F172% F172% F172% F37%
43-5 F1455% F1455% F1455% F1455% F1455% F1455% F244% F2 44%
67-5 F163% F163% F163% F163% F163% F163% F47,4% F47,4%
72-7 F2 14% F166,7% F166,7% F166,7% F166,7% F166,7% F2 14%(-)
749  F152% F152% F152% F152% F152% F152% F152% F4 7% F4 7%
81-7 F1585% F1585% F1585% F1585% F158,5% F158,5% F4 8% F4 8%
904 F170% F170% F170% F170% F170 % F170 % F170 % F170 % F27,6%
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Tabela 6: Variaveis extraidas do espectro de Fourier na analise de fibras elasticas, por anel.

CASO Ring01 Ring02 Ring03 Ring04 Ring05 Ring06 Ring07 Ring08 Ring09 Ring10
103-5 F175% F175% F175%  F175%  F175% F175% F175% F175% F175%  F175%
106-08 F27,6% F182%  F182%  F182% F182% F182% F182% F182%  F182%
113-5  F29,7% F1715% F1715% F1715% F171,5% F1715% F1715% F1715% F1715% F171,5%
13-03  F455% F155% F155%  F155%  F155% F155% F155% F155% F155%  F155%
136-08 F3118% F311,8% F152%  F152%  F152% F152% F152% F152% F152%  F152%
142-4  F177% F177% F177%  F177%  F177% F177% F177% F177% F177%  F177%
149-4  F167% F167% F167%  F167%  F167% F167% F167% F167% F167%  F167%
154-3  F47,5% F162% F162%  F162%  F162% F162% F162% F162% F162%  F162%
17-05  F167% F167% F167%  F167%  F167% F167% F167% F167% F167% F167%
18-10  F2116% F165% F165%  F165%  F165% F165% F165% F165% F165%  F165%
24-04 F217% F157%  F157%  F157% F157% F157% F157% F157%  F157%
27-06 F33,8% F218,4 % F160% F160% F160% F160% F160%  F160%
38-5 F163% F163% F163% F163% F163% F163% F163% F163% F163% F163%
40-7 F172% F172% F172%  F172%  F172% F172% F172% F172% F172%  F172%
43-5 F2 44% F244%  F244%  F244% F2 44% F2 44% F2 44% F145,5%
67-5 F212% F2 12% F163% F163% F163% F163% F163% F163% F163%
72-7 F166,7% F166,7% F166,7% F166,7% F166,7% F166,7% F166,7% F166,7% F166,7% F166,7%
74-9 F2 16% F2 16% F152%  F152%  F152% F152% F152% F152% F152%  F152%
81-7 F38,3% F158,5% F158,5% F1585% F1585% F1585% F158,5%
90-4 F170 % F170 % F170% F170% F170% F170% F170% F170% F170% F170%
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Tabela 7: Variaveis extraidas do espectro de Fourier na analise de fibras elasticas, por anel.

CASO Ring11 Ring12 Ring13 Ring14  Ring15 Ring16 Ring17 Ring18

103-5  F175% F175% F175% F175% F175% F175%  F175% F175%
106-08  F182% F182% F182% F182% F182% F182%  F182% F182%
135 F1715% F1715% F1715% F171,5% F1715% F1715% F171,5% F171,5%
13-03  F155% F155% F155% F155%  F155% F155%  F155% F155%
136-08  F152% F152% F152% F152%  F152% F152%  F152% F152%
142-4  F177% F177% F177% FI77% F177% F177%  F177% F177%
149-4  F167% F167% F167% F167% F167% F167%  F167% F167%
154-3  F162% F162% F162% F162% F162% F162%  F162% F162%
17-06 F167% F167% F167% F167% F167% F167%  F167% F167%
18-10  F165% F165% F165% F165% F165% F165%  F165% F165%
24-04  F157% F157% F157% F157% F157% F157%  F157% F157%
27-05  F160% F160% F160% F160% F160% F160%  F160% F160%
38-5 F163% F163% F163% F163% F163% F163%  F163% F163%
40-7 F172% F172% F172% F172% F172% F172%  F172% F172%
43-5 F1455%  F1455% F1455% F1455% F1455% F1455% F1455%
67-5 F163 % F163 % F163% F163% F163% F163% F163% F163%
72-7 F166,7% F166,7% F166,7% F166,7% F166,7% F166,7% F166,7% F166,7%
74-9 F152% F152% F152% F152%  F152% F152%  F152% F152%
81-7 F1585% F1585% F1585% F1585% F1585% F1585% F1585% F158,5%
90-4 F170 % F170 % F170% F170% F170% F170% F170% F170%
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Tabela 8: Variaveis extraidas do espectro de Fourier na anélise de fibras elasticas, quociente
entre anéis.

CASO Ring1/Ring18  Ring2/Ring18 Ring3/Ring18  Ring4/Ring18  Ring5/Ring18

103-5  F36% F2 9% F2 9% F2 9% F2 9%
106-08  F27,6% F182% F182% F182% F182%
113-5  F29,7% F171,5% F171,5% F171,5% F171,5%
13-03  F455% F2 15% F2 15% F2 15% F2 15%
136-08  F311,8% F311,8% F2 13% F2 13% F2 13%
142-4  F177% F177% F177% F177%
149-4  F167% F167% F2 14% F2 14% F2 14%
154-3  F47,5% F211% F2 11% F2 11%
17-05 F2 13% F2 13% F2 13% F2 13%
18-10  F211,6% F211,6% F211,6% F36,7% F36,7%
24-04  F217% F217% F217% F217% F217%
27-05 F338% F218,4 % F218,4 % F218,4 % F218,4 %
38-5 F2 1% F211% F211% F211%
40-7 F4 4% F29% F29% F2 9%
43-5 F2 44% F2 44% F2 44% F2 44% F2 44%
67-5 F212% F212% F212%
72-7 F166,7% F166,7% F166,7% F166,7% F166,7%
74-9 F216% F216% F216% F38,6% F38,6%
81-7 F212,5% F212,5% F212,5%
90-4 F471% F471% F374% F374%
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Tabela 9: Caracterizagao do grupo de normotensos.

CASO IDADE SEXO

A-106-08 35 2
A-13-03 17 2
A-136-08 44 1
A103-04 44 2
A113-05 32 1
A142-04 36 2
A149-04 50 2
A154-03 24 1
A17-05 30 1
A18-10 45 1
A24-04 48 2
A27-04 42 2
A38-05 43 2
A40-07 59 2
A43-05 52 2
AG7-05 37 1
A72-07 33 1
A74-09 22 1
A75-09 19 2
A8-5 17 1
A81-07 21 1
A90-04 28 2

SEXO: 1= Feminino; 2=Masculino.
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Tabela 10: Caracterizagao do grupo de HAS.

CASO IDADE SEXO

A 137-07 36 1
A-106-07 34 2
A-11-05 19 2
A-122-07 70 2
A-125-07 27 1
A-125-08 20 2
A-126-07 57 1
A-130-07 29 1
A-131-07 55 2
A-136-07 52 1
A101-04 32 2
A108-07 25 1
A110-03 60 2
A114-04 18 1
A138-05 40 2
A139-03 24 1
A150-04 32 1
A25-04 29 2
A29-05 34 2
A32-04 18 1
A36-04 58 1
A38-04 18 2
A51-05 66 2
A52-04 29 2
A52-05 44 1
A56-04 31 2
A58-07 52 1
A63-07 56 1
A66-07 78 1
A67-04 67 1
AB69-07 38 1
A7-07 67 2
A71-03 19 2
A75-08 33 1
A85-06 41 1
A88-04 41 2
A89-07 54 2
A9%4-09 47 1

SEXO: 1= Feminino; 2=Masculino.
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Tabela 11: Caracterizagdo do grupo Dissecgao

CASO IDADE SEXO TEMPO DE DISSECCAO
10760-2 58 2 5 dias
8590-4 43 2 1 dia
8987-7 45 2 3 dias
1553-7 69 1 2 dias
12418-2 41 2 3 dias
7435-1 46 2 4 dias
3772-3 50 2 3 dias
8274-4 66 2 6 dias
5264-3 36 1 0 dia

97-7 33 2 0 dia
9668-6 62 2 2 dias
2551-04 39 2 3 dias

SEXO: 1= Feminino; 2=Masculino.
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