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RESUMO

Os episddios de sangramento na cavidade nasal posterior denominado epistaxe
representam a principal emergéncia em otorrinolaringologia, cujo tratamento demanda o
tamponamento nasal ou a cauterizagdo cirlrgica. Embora ndo estejam esclarecidos, é
possivel que essa condicdo esteja associada a lesdes vasculares decorrentes de
processos hipertensivos, que levam ao enfraquecimento e a ruptura dos vasos, mas até o
momento 0 mecanismo histopatolégico do rompimento dos vasos sanguineos nasais
permanece a esclarecer. Sabe-se que a rede vascular da cavidade nasal posterior derivada
da artéria esfenopalatina esta imersa numa mucosa representada por tecido glandular
seromucoso e tecido conjuntivo frouxo e fibroso, que atuando em conjunto concorrem para
manter a homeostasia local. Logo, esse estudo buscou descrever e comparar o perfil
morfoldgico dos tecidos que compdem a mucosa e da microvasculatura da cavidade nasal
posterior de individuos mortos por causas diversas (n=29) e por individuos submetidos a
cirurgia para tratamento da epistaxe grave (n=6). Para isso, amostras da mucosa da
cavidade nasal posterior foram obtidas, fixadas, processados, seccionados integralmente
e corados com técnicas de rotina, com histoquimica e imunohistoquimica. As imagens das
seccdes histologicas foram digitalizadas e analisadas para determinar a largura, a
integridade e a justaposi¢do das tunicas vasculares, a inervacao dos tecidos, a presenca
de células inflamatérias nas regides superficial e profunda da mucosa e os componentes
da matriz extracelular fibrosa. Os resultados, analisados pelo teste t ndo pareado ou Mann-
Whitney, mostraram que na comparagdo com 0 grupo de normotensos: a) no grupo
hipertenso houve diminui¢do na largura da tdnica intima de arteriolas e artérias de pequeno
calibre; b) na hipertensdo ou na epistaxe, ndo houve diferengas na largura das tunicas
média e adventicia; ¢) o grupo de mulheres hipertensas ou vitimadas pela epistaxe
apresentaram a largura da tdnica intima, 528% ou 269% maior, respectivamente, enquanto
gue nos homens a largura da intima foi 160% maior nos hipertensos e de 180% maior na
epistaxe; d) individuos hipertensos, com ou sem epistaxe, apresentaram maior largura da
tunica intima e que, dentre os individuos vitimados pela epistaxe, os hipertensos exibiam
as maiores larguras da tunica intima; e) o percentual de secg¢fes histolégicas que exibiam
endotélio integros/justapostos, em capilares, arteriolas e artérias, foi menor para os grupos
hipertenso ou epistaxe; f) o percentual de seccdes histoldgicas que exibiam integridade na
tinica média de arteriolas e artérias foi menor no grupo hipertenso; g) o percentual de
seccoes histolégicas que exibiam células musculares justapostas foi menor em arteriolas e
artérias dos individuos hipertensos ou vitimados pela epistaxe; h) menor quantidade de
imunocomlexos para o tecido nervoso em hipertensos; i) o nimero de fibroblastos foi menor
nos individuos vitimados pela epistaxe; j) o grupo de hipertensos exibiu na mucosa
superficial maior nimero de macrofagos e linfocitos e menor de eosindfilos, enquanto que
na mucosa profunda foi observado menor nimero de neutréfilos; k) o grupo vitimado pela
epistaxe apresentou maior nimero de linfécitos na regido superficial da mucosa. Em
conjunto, os resultados mostraram que os individuos hipertensos apresentaram maior
quantidade de alteragBes estruturais na microvasculatura, sugestivas de risco para a
ruptura vascular na cavidade nasal posterior, mas considerando que no grupo da epistaxe
foi identificado individuos sem hipertenséo, sugere-se a continuidade dos estudos para
identificar outros fatores de risco, como infeccbes, afeccdes, alteragbes do sistema
imunitario, alergias ou mesmo fatores ambientais relacionados a baixa umidade.

PALAVRAS CHAVES: Epistaxe; Hipertensdo arterial sistémica; Microvasculatura;
Morfometria; Células inflamatérias



ABSTRACT

Bleeding episodes in the posterior nasal cavity called epistaxis are the main emergency in
otolaryngology, whose treatment demand nasal packing or surgical cautery. Despite not
clarified, it is possible that the factors that contribute to this condition are associated with
vascular lesions resulting from hypertensive processes which lead to weakening and
breaking of the vessels, but the histopathologic mechanism of nasal blood vessels disruption
remains unclear. It is known that the vessels of the posterior nasal cavity derived from the
sphenopalatine artery is immersed in the mucosal which is represented by seromucous
glands and connective tissue that acting together contribute to maintain local homeostasis.
Therefore, this study aimed to describe and to compare the morphological profile of the
tissues and microvasculature of the posterior nasal cavity of dead individuals (n=29) and
from patients undergoing surgery for severe epistaxis (n = 6). Once they collected, the
specimens were fixed, processed, fully sectioned and stained with routine techniques,
histochemistry and immunohistochemistry. The images of the histologic sections were
digitized and analyzed to determine the width, the integrity and the juxtaposition of vascular
layers, the innervation of the tissues, the presence of inflammatory cells in the superficial
and deeper parts of mucosa and extracellular fibrous matrix components. The results,
analyzed by unpaired t test or Mann-Whitney test showed that in comparison to the
normotensive group: a) in the hypertensive group there was a decrease in the width of the
intima of arterioles and small arteries; b) in hypertension or epistaxis, there were no
differences in the width of the media and adventitia layers; c) the group of hypertensive
women or with epistaxis showed the width of the tunica intima, 528% or 269% higher,
respectively, while to the men the width of the intima was 160% higher in hypertensive and
180% higher in epistaxis; d) hypertensive individuals, with or without epistaxis, showed
greater width of the intima and, that among the individuals victimized by epistaxis,
hypertensive showed the greatest width of intima; e) the percentage of histological sections
with intact/juxtaposed endothelium in capillaries, arterioles and arteries, was lower for
hypertensive or epistaxis groups; f) the percentage of histological sections with intact media
of arterioles and arteries was lower in the hypertensive group; g) the percentage of
histological sections with juxtaposed smooth muscle cells was lower in arterioles and
arteries of hypertensive or victimized by epistaxis individuals; h) the hypertensive group
exhibited smaller amount of immune complexes to the nervous tissue; i) the number of
fibroblasts was lower in individuals victimized by epistaxis; j) the hypertensive group
exhibited at the mucosal surface more humber macrophages and lymphocytes and fewer
eosinophils, while in the deep mucosa it was observed fewer neutrophils; k) the epistaxis
group had a higher number of lymphocytes in the surface region of the mucosa. All together,
the results show that hypertensive individuals exhibit increased structural changes in the
microvasculature of the posterior nasal cavity, which are indicative of risk for vascular
rupture, but considering that in the group of epistaxis was identified individuals without
hypertension, it is suggested future studies to identify other risk factors, such as infections,
diseases, immune system disorders, allergies or environmental factors related to low
humidity.

KEY WORDS: Epistaxis; Systemic arterial hypertension; Microvasculature; Morphometry;
Inflammatory cells
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1. INTRODUCAO



A rede vascular responsavel pela irrigacdo da cavidade nasal posterior
esta imersa numa mucosa representada por tecido glandular seromucoso e tecido
conjuntivo frouxo e, por vezes, pode sofrer ruptura espontanea pontual causando o
sangramento denominado epistaxe. Essa afeccdo representa a principal
emergéncia otorrinolaringoldgica, somente sanada por tamponamento nasal ou
cauterizacao cirdrgica (Chiu e McGarry, 2007; Padua e Voegels, 2008).

Os fatores que concorrem para o0s episodios de epistaxe embora nao
estejam esclarecidos € possivel que estejam associados a lesdes vasculares
decorrentes dos processos hipertensivos ou mesmo do processo normal do
envelhecimento tecidual, uma vez que os individuos mais afetados por esse tipo de
sangramento possuem mais de 50 anos de idade e apresentam fatores de risco
para doencas cardiovasculares (Sarhan e Algamal, 2015).

Considerando que a rede vascular da cavidade nasal posterior esta
envolta por diferentes tecidos é importante avaliar a estrutura epitelial e conjuntiva
na presenca ou nao de afeccbes como a hipertensdo, o envelhecimento ou em
individuos vitimados pela epistaxe para identificar se as alteracfes estruturais
nesses tecidos estdo de alguma forma associadas a lesdes vasculares. Logo,
estudos morfolégicos e morfométricos nha mucosa da cavidade nasal podem

contribuir para elucidar os fatores relacionados a rupturas vasculares.

1.1. Avascularizagdo nasal e as relagdes anatbmicas

A irrigacdo sanguinea nasal é fornecida pelo sistema carotideo externo e
interno. O sistema da artéria carétida externa € o maior responsavel pelo fluxo
sanguineo no nariz, por meio dos ramos maxilares e faciais. A artéria maxilar € uma
das artérias terminais da carétida externa e encontra-se na fossa pterigomaxilar ou
pterigopalatina originando diversos ramos (Navarro et al. 2002; Scanavini et al.
2009) e proximo ao forame esfenopalatino, na parede lateral do nariz, esta continua
como um tronco unico originando a artéria esfenopalatina ou, bifurca-se em dois
ramos terminais formando a artéria septal e a artéria nasal lateral posterior, que
irrigam toda regido posterior do nariz. A artéria palatina descendente, também ramo
da artéria maxilar, penetra no palato, percorre o teto bucal e ascende pelo forame
incisivo, irrigando a regiéo anterior do septo e assoalho nasal. A artéria facial origina
o ramo labial superior que penetra na cavidade nasal e se distribui na regido anterior

do nariz (Navarro et al. 2002). O sistema da artéria carétida interna origina a artéria
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oftalmica, cujos ramos terminais séo as artérias etmoidais anteriores e posteriores,
gue deixam a cavidade orbitaria e dirigem-se medialmente através de orificios na
linha da sutura frontoetmoidal, percorrem intracranialmente e perfuram a porcéo
lateral da lamina crivosa, para entrar na cavidade nasal (Felippu 2011). A artéria
etmoidal anterior é mais calibrosa que a posterior e é responsavel pela irrigacao do
terco anterior da parede lateral do nariz e parte correspondente do septo. Ja a
artéria etmoidal posterior irriga a area da concha superior e zona correspondente
no septo nasal.

A unido do sistema carotideo interno e externo se faz na regido anterior
do septo (area de Litlle), pelos ramos terminais das artérias etmoidais, labial
superior, palatina maior e ramos posteriores do nariz. Essa juncao arterial é
denominada plexo de Kisselbach. Na regido posterior do nariz esta unido também
ocorre por ramos que seguem os forames redondos e o canal do vidiano (canal
pterigoideo), ao redor do seio esfenoidal, formando um fluxo bidirecional de sangue

na base do cranio.

Artéria nasal lateral posterior
Artéria esfenopalatina  —

Artéria Cardtida / TT—— Artéria septal
externa

\ Artéria palatina descendente

Artéria Carétida Artéria etmoidal anterior
/

interna L. . .
————__ Artéria etmoidal posterior

Figura 1: Ramificac@o das artérias nasais dos sistemas carotideos externo e interno. Fonte:
Autor

Variacbes da anatomia vascular da cavidade nasal sdo muito bem
descritas por Navarro et al. (2002). Este foi um dos primeiros anatomistas a
descrever que a artéria maxilar poderia se ramificar em artéria nasal lateral e septal
posterior ao emergir do forame esfenopalatino (FEP). Também descreveu que este
forame na maioria das vezes é Unico (87%), mas pode também existir forames
acessorios em aproximadamente 10% dos casos.

Durante seu trajeto, a artéria esfenopalatina e/ou seus ramos relacionam-
se diretamente com alguns acidentes 6sseos, dentre 0s quais merecem destaque
a crista etmoidal da lamina perpendicular do osso palatino e o arco da coana, aonde

sao observadas as principais mudancas de direcao do trajeto vascular (Rezende et



al. 2012); alguns estudos tém mostrado que a ruptura da artéria esfenopalatina ou
dos seus ramos sdo frequentes nessas regifes (Navarro et al. 2002; Chiu e
McGarry, 2007; Padua e Voegels, 2008). A variacdo anatdbmica entre a crista
etmoidal e os ramos da artéria esfenopalatina pode gerar falhas no tratamento
cirargico da epistaxe. A crista etmoidal esta presente em 98% dos casos anterior a
artéria esfenopalatina (Padua e Voegels, 2008). A variacdo da posicédo da crista
etmoidal, a existéncia de um forame acessorio ou outro ramo arterial, gera duvidas
ao cirurgiao que pode encerrar uma cirurgia sem tratar adequadamente a epistaxe.

O forame acessorio esta presente em 2,6 a 42% dos pacientes (Navarro
et al. 2002; Schwartzbauer et al. 2003). Pode ser encontrado anterior e inferior ao
FEP em 91,7% dos casos (Padua e Voegels, 2008), e em outros casos superior ou
posterior (Schwartzbauer et al. 2003). Geralmente apenas um ramo arterial emerge
do forame esfenopalatino acessorio (Padua e Voegels, 2008; Scanavini et al, 2009).
Porém, existem relatos de até 10 ramos saindo do FEP (Simmen et al, 2006). A
frequéncia desta variabilidade ainda ndo esta bem estabelecida.

Considerando a mucosa da cavidade nasal, tem-se que todos 0s vasos
arteriais derivam da artéria esfenopalatina que ao se ramificar forma uma grande
rede de arteriolas de calibre cada vez mais diminuto até que estas se abrem numa
rede capilar de endotélio continuo que irrigam as regides superficial e profunda da

mucosa.

1.2. Morfologia da mucosa nasossinusal

Em conjunto, a mucosa nasal € constituida por epitélio, membrana basal e
lamina prépria. O epitélio pseudoestratificado cilindrico ciliado é composto por
células cilindricas ciliadas, células cilindricas néo ciliadas e células caliciformes. A
distribuicdo das células cilindricas ciliadas, ndo ciliadas e caliciformes esta
diretamente relacionada ao fluxo de ar inspirado. Nas regifes mais expostas a ele,
h&a diminuicdo do numero das células ciliadas, bem como das células caliciformes,
ocorrendo aumento no numero das ceélulas cilindricas ndo ciliadas. Em outras
palavras, a quantidade de células ciliadas e caliciformes aumenta em direcdo a
nasofaringe, ocorrendo o contrario com as células cilindricas néo ciliadas. O epitélio
estratificado cuboide caracteriza-se por apresentar células hexagonais ou
pentagonais que na microscopia eletrénica de varredura, tem o aspecto de pedras

usadas para pavimentacéo, sendo recobertas por microvilos mais curtos que os das
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células cilindricas. No epitélio estratificado pavimentoso, as células sdo achatadas
e poligonais, com limites bem identificados pela microscopia eletronica de varredura
em virtude de leve elevacado de suas bordas. Sua superficie apresenta microcristas,
cujo padrdo varia consideravelmente ndo s6 de célula para célula, mas inclusive,
na mesma célula. Essa variagdo morfolégica reflete o periodo de tempo que a sua
superficie ficou exposta ao fluxo de ar inalado (Augusto et al. 2011).

A presenca de outros epitélios, que ndo o respiratorio tipico na mucosa
nasal, demonstra seu fenbmeno de adaptacao a exposicdo, aos diversos fatores
ambientais e ao fluxo do ar inspirado, entre outros que constantemente exercem
influéncia sobre ela. Essa influéncia traduz-se, ao exame histoldgico, pela
metaplasia ou pela alteracdo na distribuicdo e quantidade das células ciliadas e
caliciformes, com a substituicdo de determinado tipo de epitélio por outro mais
adaptado a determinado fatores, e que existe enquanto eles perduram. Quando ha
substituicdo de epitélio respiratorio pelo estratificado cubodide, diz-se que ocorreu
metaplasia imatura; quando ha desenvolvimento de um epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado ou nao, diz-se que ocorreu metaplasia madura. Os
aspectos estruturais do epitélio da mucosa nasal ndo estéticos, mas dinamicos,
variando de individuo para individuo e inclusive, no mesmo individuo, em funcéo
das influéncias ambientais a que ele estiver exposto (Augusto et al. 2011).

Os primeiros estudos sobre a mucosa nasossinusal observaram que o
revestimento epitelial variava de acordo com a regido analisada, sendo do tipo
estratificado pavimentoso na regido mais anterior e do tipo cilindrico, com cilios
vibrateis, na regido mais posterior. Além disso, os diferentes tipos de epitélio
encontrados no trato respiratério superior ndo eram fixos, mas variaveis, estando
relacionados ao tempo de exposi¢cdo a uma série de fatores, particularmente ao
fluxo de ar inspirado. Observou-se também que o epitélio da mucosa nasal
apresentava variacoes histologicas de acordo com a regido estudada, podendo
suas células de revestimento ser do tipo cilindrico, cuboide ou pavimentoso, 0
mesmo sendo observado nas regides anteriores das conchas médias e inferior de
adultos, que poderiam apresentar areas de epitélio cuboide ou pavimentoso
(Robbins et al. 2013).

Em face da diversidade de achados histolégicos da mucosa nasal, ha
necessidade de reavaliar o conceito de epitélio nasal “normal”’, uma vez que,

exposto continuamente a multiplos fatores, ele pode sofrer alteracdes estruturais
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focais ndo podem ser generalizadas. Logo, é possivel dizer que a mucosa nasal €
normal apenas no senso clinico, desde que o individuo ndo apresente sintomas
nasais de qualquer espécie, sendo muito dificil definir a normalidade ao exame
microscépio (Mygind e Winther, 1979). Considerando que o0 ar inspirado e a
microbiota local exercem constante influéncia sobre o epitélio respiratorio, a
definicdo de epitélio nasal normal do ponto de vista estrutural torna-se dificultada.
Tem sido sugerido que a presenca de leucécitos em esfregacos de individuos
assintomaticos reflete um estado de inflamagéo fisioldgica na por¢do anterior da
cavidade nasal, configurando assim uma mucosa normal (Augusto et al. 2011).

Na porcado mais anterior, do vestibulo nasal, o epitélio € do tipo estratificado
pavimentoso queratinizado, cobrindo a lamina propria que contém glandulas
sebéaceas, sudoriparas e pelos (vibrissas). Esse epitélio estende-se posteriormente,
ainda na regiao mais anterior do septo e da parede lateral, até quase a extremidade
anterior da concha inferior. Toda essa area do vestibulo € a mais expostas aos
fatores externos, estando mais sujeita ao ressecamento e ao trauma digital. A partir
dessa regido, no sentido anteroposterior, jA na mucosa (pois nao apresenta anexos
da pele), em processo de transformacao histolégica gradual, o epitélio vai deixando
de ser queratinizado, passa a ser estratificado pavimentoso ndo queratinizado,
estratificado cubdide, para finalmente, mais ou menos na altura da valvula nasal,
transformar-se em epitélio pseudoestratificado cilindrico ciliado, com células
caliciformes (Augusto et al. 2011).

Quanto a membrana basal, esta consiste, em sua maior extensao, em densa
rende de fibras reticulares e em fibras coldgenas delgadas, com escassos
fibroblastos. Ela é mais espessa do que as que acompanham todos os outros
epitélios, sendo o melhor exemplo de membrana basal epitelial que pode ser
observado a microscopia de luz. Outra caracteristica interessante da membrana
basal da mucosa nasal é que a sua espessura pode variar de acordo com a regiao
estudada e esta relacionada ao tipo de epitélio respiratério tipico, apresentando a
menor espessura no epitélio estratificado pavimentoso, em que chega a ser
indistinguivel a microscopia de luz. Essas observagfes levam a ideia de que a
membrana basal provavelmente funcionaria como barreira de protecdo da mucosa
nasal, uma vez que, nas areas revestidas por epitélio respiratério, menos adaptado
aos fatores externos, ela apresenta-se espessada e naquelas revestidas por

epitélios metaplasicos, mais adaptados aqueles fatores, ocorre o oposto. Pode-se
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se dizer, também que nao existiria um padrao de normalidade para a espessura da
membrana basal, sendo correto afirmar que ela se apresenta espessamento
variavel, de acordo com a regido estudada e com o tipo de epitélio de revestimento.

A lamina propria associada a mucosa nasossinusal localizada internamente
a membrana basal, geralmente contendo glandulas seromucosas, vasos
sanguineos e leucdcitos na regido superficial, enquanto que na regido profunda
observa-se tecido conjuntivo denso ndo modelado delimitado pela lamina éssea.

Uma caracteristica da lamina prépria da mucosa nasal € a presenca de
numerosos capilares de paredes finas e vénulas (normalmente colapsadas), com
fibras musculares lisas dispostas no sentido circular e longitudinal, que conferem a
essa mucosa mecanismo erétil e turgéncia proprios; 0s vasos sanguineos sao
predominantemente venosos.

A presenca de células inflamatdrias provavelmente esta relacionada a
resposta imunolégica da mucosa nhasal. Essas células migram dos vasos
sanguineos subepiteliais para emergir nos espacgos intercelulares epiteliais,
entrando em contato com antigenos nasais da superficie, podendo retornar a lamina
propria para prover informagdo antigénica adicional aos agregados linfoides ou
retornar a circulacdo para participar da resposta imunologica humoral, como na
producdo local de IgA e IgE, no controle da microbiota ou processos alérgicos,
respectivamente. Na regido posterior da cavidade nasal, que apresenta maior
quantidade de epitélio respiratério, e menos adaptado aos fatores ambientais,
encontra-se maior quantidade de infiltrado inflamatério crénico do tipo moderado
gue o observado na regido anterior, onde a quantidade de epitélio metaplasico é
maior e o infiltrado é crénico discreto (Robbins et al. 2013).

Quanto as glandulas na lamina prépria, observa-se que existe grande
guantidade tanto de glandulas serosas quanto de mucosas em toda a cavidade
nasal, posterior com predominio de glandulas serosas em individuos normais que
tendem a aumentar com o envelhecimento. Em epitélios metaplasicos, ha
diminuicdo proporcional do niumero de glandulas, sobretudo quando este é do tipo

estratificado pavimentoso (Augusto et al. 2011).

1.3. A constituicdo dos vasos e as alteracdes morfoldgicas estruturais
Dado o tamanho, as artérias podem ser classificadas em arteriolas e

artérias quando o diametro da luz é inferior ou superior a 100 um, respectivamente
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Mescher (2010) e, de acordo com a quantidade de laminas elasticas, encontram-se
artérias elasticas com multiplas laminas e proporcionalmente menor tdnica
muscular como a aorta e, artérias musculares, em que encontram-se a lamina
elastica interna delimitando a tdnica intima e proporcionalmente maior tunica
muscular como a artéria de pequeno calibre denominada esfenopalatina.

De uma forma geral os vasos sanguineos sao constituidos por trés tanicas,
intima, média e adventicia no caso das artérias e veias e da intima no caso dos
capilares. A intima que é a camada mais interna da parede do vaso se estende do
limen até & limitante eldstica interna, sendo formada pelo endotélio e pelo delgado
tecido conjuntivo associado composto principalmente por fibras elasticas, colageno
e proteoglicanos (Mescher 2010). O endotélio vascular € uma camada continua de
células endoteliais poligonais que ficam em contato direto com o sangue, que no
caso da cavidade nasal apresenta-se justaposto e aderido entre si por juncdes de
oclusdo e atua como um importante regulador do ténus muscular, balanco
hemostético, permeabilidade, proliferacdo celular e imunidade (Savoia et al. 2011).
Os nutrientes se difundem pelas tunicas vasculares, sobretudo de vasos calibrosos,
através de pequenos ramos da vasa vasorum que entram na tunica média pela
camada adventicia (Mescher 2010).

Em condi¢Bes normais a superficie das células endoteliais € lisa e regular,
sendo revestidas por um glicocdlix, no entanto, na presenca de processos
inflamatorios, este € eliminado permitindo a adeséo leucocitaria e pela liberacéo de
citocinas inflamatorias pode levar ao desenvolvimento de lesbes ateroscleroticas
(Rutherford 2010). A adesédo do endotélio ao tecido conjuntivo se faz pela lamina
basal que é responsavel por promover suporte para a regeneragao e crescimento
da camada endotelial, permeabilidade vascular, iniciacdo do processo de
coagulacéo e € uma barreira a migracao celular (Savoia et al. 2011).

A lamina elastica interna € uma camada de fibras elasticas com espessura
de 70 a 100 nm de espessura que separa a camada subendotelial da tinica média
arterial. Em condi¢des normais de presséao, a camada de lamina elastica interna
forma uma fita circular, evidenciada nos cortes transversos da parede arterial.
Experimentos observam que as células musculares lisas e as células endoteliais
sao capazes de formar elastina, colaborando para sintese da lamina elastica interna
(Kolega et al. 2011). Esta camada apresenta fenestracdes entre as fibras de

colageno e proteoglicanos que permitem o fluxo de substancias, por gradiente de
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pressdo, ao longo da parede arterial. Estas fenestracdes permitem o aumento da
superficie luminal e a continua proliferacdo de células endoteliais logo abaixo da
lamina elastica interna (Masuda et al. 1999).

Em artérias de maior calibre observa-se que a lamina elastica interna e a
lamela elastica funcionam como uma barreira para o acumulo de macromoléculas
na parede arterial; defeitos na estrutura da lamina elastica interna estéo diretamente
implicados no espessamento de artérias em humanos. A fragmentacédo da lamina
elastica e alteracBes na estrutura da camada média arterial sdo caracteristicas
comuns em placas avancadas de apolipoproteinas E em camundongos e, nos
estagios iniciais do desenvolvimento de placas. Acredita-se que defeitos ha camada
elastica interna de vasos resultam em anormalidades no desenvolvimento de
células endoteliais, causando aberturas na superficie endotelial que facilitam a
entrada de macromoléculas, lipidios e leucdcitos na intima (Osika et al. 2007).

Embora se acredite que macromoléculas possam cruzar a camada epitelial
celular de arteriais normais por transporte vesicular, este acaba ocorrendo por
difusdo através de fenestragcbes na lamina elastica, sendo esta difusédo
inversamente proporcional ao tamanho da macromolécula. Desta forma, o aumento
do tamanho da macromolécula, aumentara a resisténcia da lamina elastica interna,
mas ndo mudara a resisténcia do endotélio. Assim a diferenca entre o indice de
resisténcia das camadas da intima faz com que a lamina elastica interna seja o
principal responsavel pelo acumulo de macromoléculas na camada intima,
regulando a difus@o destas substancias em nas camadas intima e média (Wang et
al. 2011).

Sabe-se que a estrutura normal de artérias elasticas e musculares e veias
largas, progressivamente se alteram ao longo da vida em associacdo a doencgas
como a aterosclerose, hipertenséo e diabetes e contribuem para o endurecimento
da parede arterial (Celik et al. 2009; Theodosis et al. 2009). Tem surpreendido os
pesquisadores ndo somente a natureza e a extensao das alteracdes, mas também
como essas variam nos diferentes orgaos do corpo humano (Sandow et al. 2009).
Dentre essas alteracdes observam-se em artérias elasticas como a aorta fibrose
excéntrica e difusa da intima, fragmentacdo das lamelas elasticas, espacamento
interlamelar, depdsitos focais de amiloide e espessamento das paredes da vasa
vasorum (Mescher 2010). J& as Artérias Musculares sofrem uma dilatacdo

progressiva e tortuosidade importante com o envelhecimento. A intima passa por
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um processo de fibrose, sugerindo reduplicacéo da lamina elastica interna, além de
uma fragmentacéo focal e calcificacdo da lamina elastica interna. A tanica média
apresenta aumento da fibrose e hialinizacédo, mas pouca inflamacao em areas livres
de ateromas; nas arteriolas o espessamento intimal, especialmente de fibras de
tecido fibroelastico e a hialinizacdo da média sao caracteristicas da transformacao
vascular com o aumento da idade. Ndo somente as artérias sofrem alteracfes
estruturais. Os capilares sofrem espessamento da membrana basal a partir da
puberdade e as veias calibrosas demonstram espessamento da intima e hipertrofia
dos feixes longitudinais e circulares (Kitamoto e Egashira, 2004).

Ao nascimento a intima € um espaco virtual com o endotélio bem préximo
a lamina elastica interna, mas com o envelhecimento essa camada se espessa
difusamente e excentricamente nas bifurcacdes, preferencialmente em locais de
fluxo sanguineo alterado ou sob stress mecéanico, sugerindo adaptacfes
responsivas a injuria (Mescher 2010).

A fibrose progressiva da intima afeta diretamente todas as artérias. Em
artérias envelhecidas a lamela interna pode se duplicar e formar uma espécie de
espessamento concéntrico da intima. Pequenos focos de calcificacdo podem ser
identificados também em vasos normais, geralmente na porcdo média da lamina
elastica interna. Estas alteragcbes do envelhecimento, geralmente denominadas
erroneamente com aterosclerose, sdo bem descritas nas artérias coronarias que
apresentam menos fragmentacéo elastica e fibrose da intima nas mulheres do que
nos homens da mesma idade (Osika et al. 2007).

Sobre a tdnica média das artérias, aproximadamente 75% da sua
composicdo é de células musculares lisas que se distribuem de forma espiralada
ou circular na parede arterial e assim como na intima, pequena quantidade de
colageno e elastina aumenta na camada média ao longo da vida. As artérias
dilatam-se e tornam-se mais tortuosas com o aumento da idade, dando um efeito
anti-oclusivo ao vaso; o calibre da artéria coronaria na meia idade e em mulheres
idosas é menor do que nos homens (Mills 2007).

Em conjunto, as alteragdes estruturais sofridas pelos vasos demonstram o
processo normal de envelhecimento dos tecidos na auséncia de renovacao tecidual
e, segundo Wang et at. (2011), fatores pro6 inflamatorios locais sdo os principais

associados ao envelhecimento das artérias, em que o fator inicial dessas alteracdes
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sao alguns marcadores moleculares como MCP-1 (methyl-accepting chemotaxis

protein), MMP-2 (matriz metallopeptidase-2) e TGF-beta (transforming growth fator).

1.4. A hipertenséo arterial sistémica e as altera¢cdes vasculares

A hipertensao arterial é considerada um problema de saude publica em
varios paises do mundo, afetando aproximadamente 30% a populacéo dos Estados
Unidos da América (Minifio 2009) e cerca de 20% dos brasileiros (Passos et al.
2006). Esta relacionada com o aumento do risco de doencas do miocardio e de
acidente vascular cerebral que sé&o respectivamente a primeira e terceira causa de
mortes em paises do primeiro mundo e o principal motivo de consultas ho mundo
ocidental (Kotecha et al. 1996). Também € o principal fator prognéstico para doenca
coronariana crénica, sindrome coronariana aguda, acidente vascular cerebral e
dano renal. Estas doencas representam a maioria das causas de morte em paises
desenvolvidos até mesmo apos advento dos medicamentos anti-hipertensivos em
1970. A pressao arterial flutua muito durante o dia, sendo o seu diagndstico baseado
principalmente na mensuracao de 24 horas (Messerli 2007).

O efeito da presséao arterial em 6rgdos alvo, especialmente em vasos, sao
bem conhecidos e documentados (Rafflenbeul 2005). O dano inicial ocorre em
pequenos vasos sanguineos e se manifesta pela hipertrofia da tunica vascular
média. A longo prazo o principal efeito observado é a reduc&o do limen arterial. J&
em vasos maiores a hipertrofia da camada média se deve a migracdo de células
musculares lisas para o endotélio iniciando a formacédo da placa aterosclerética. Os
vasos perdem a sua elasticidade e as placas de ateroma podem se romper
subitamente (Rizzoni et al. 2009).

O principal mecanismo ligado a protecdo da parede vascular é a funcéo
hemostética do endotélio (Kitamoto e Egashira, 2004). As células endoteliais
sintetizam e secretam substancias muito importantes, como citocinas, angiotensina
Il e 6xido nitrico. O Oxido nitrico representa um papel importante na homeostase na
parede vascular. Além disso o endotélio participa de muitas funcbes, com o a
regulacdo do tbnus vascular, no processo de coagulacdo, no controle de
mecanismos inflamatorios e imunologicos e na regulacdo da proliferacdo da parede
vascular (Miller et al. 2011). O continuo aumento na tensédo da parede vascular
durante a hipertensdo pode afetar a funcdo normal do endotélio e alterar a

homeostase. E evidente a correlacio entre hipertensio e o risco de ocorréncia de
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acidente vascular hemorragico cerebral e a formacédo e ruptura de aneurismas
intracranianos (Rymer 2011). Consequentemente, a hipertensdo apresenta
correlacdo direta nos efeitos vasculares, como a aterosclerose, a disfuncao

endotelial e a ruptura (Inagawa 2010).

1.5. A hipertensao arterial sistémica e a epistaxe

A relacédo entre o nivel de pressao arterial e ocorréncia de epistaxe em
pacientes hipertensos e normotensos é uma questdo polémica na pratica clinica
(Rafflenbeul 2005), no entanto tem sido demonstrada em varios estudos de
admissédo hospitalar de urgéncia (Varshney e Saxena, 2005) apesar de ainda
incerta (Olatoke et al. 2006). A hipertensdo arterial pode determinar alteracdes
estruturais nos vasos nasais semelhante as verificadas no cérebro e na retina
(Secchi et al. 2009), além de determinar o enfraquecimento e a ruptura de vasos
sanguineos com o acumulo de placas de aterosclerose (Celik et al. 2009; Knopfholz
et al. 2009; Theodosis et al. 2009). De forma semelhante, a associacdo entre
hipertensao arterial, a hipertrofia de ventricular esquerda e o alargamento arterial
nasal observado por videoendoscopia, demonstram como a hipertensao arterial
contribui para a epistaxe (Lubianca et al. 1998), mas até 0 momento o mecanismo
histopatoldégico do rompimento dos vasos sanguineos nasais permanece a
esclarecer.

A epistaxe, independente da gravidade, € um sintoma que comumente leva
0 paciente a procurar atendimento médico de urgéncia. Em média 60% das pessoas
irdo experimentar um episodio de epistaxe em sua vida. Entre esses somente 15%
terdo a causa do sangramento identificada. A incidéncia aumenta com a idade e é
mais comum entre 0 sexo masculino. Aproximadamente 80% sao sangramentos
nasais anteriores e faceis de serem tratados, enquanto 15 a 20% s&o da regido
posterior do nariz, requerendo internag¢do hospitalar e o uso de técnicas invasivas
de tratamento. Especificamente, 1% dos pacientes nao respondem a tratamentos
conservadores como eletrocoagulacdo, cauterizagcdo quimica e tamponamento
nasal anterior, sendo necessario a ligadura arterial ou a embolizacdo arterial. E
comum a observacao clinica de que pacientes com epistaxe no departamento de
emergéncia sempre apresentam elevacao da presséao arterial.

A revisao sistematica realizada por Kikidis et al. (2014) demonstrou que

seis entre nove estudos concordaram que a pressao arterial estava elevada durante
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0s episddios de epistaxe quando comparada com 0 grupo controle, no entanto,
devido a fatores de confundimento ndo é possivel estabelecer uma relacdo de
causa e efeito. Em 2002, Herkener et al. (2002) conduziu um estudo envolvendo
271 pacientes com epistaxe ativa e 101 pacientes de controle com episodio recente
de epistaxe mas nao ativo e demonstrou que a pressao arterial estava
significativamente elevada nos pacientes com epistaxe ativa. Além disso, a historia
de hipertensdo também foi significativamente elevada em pacientes com epistaxe
ativa quando comparada com pacientes sem sangramento nasal grave no
momento. Fuchs e Lubianca (2003) estudaram 173 pacientes com historia de
epistaxe e 1001 pacientes controle. O estudo ndo encontrou diferenca estatistica
significante entre a historia de hipertensdo e a incidéncia de epistaxe,
especialmente depois da regressdo logistica para remover fatores de
confundimento como idade, sexo, histéria de rinite alérgica e outras condicdes
meédicas da cavidade nasal. A limitacao deste estudo foi a grande diferenca entre o
namero de pacientes estudados entre os dois grupos comparados. Da mesma
forma Beran et al. (1986) estudaram 121 pacientes com epistaxe e também néo
encontrou correlacdo com a presenca ou auséncia de hipertensdo e epistaxe.
Dizdar et al. (2007) estudou 19 pacientes com epistaxe ativa e comparou a pressao
arterial com a pressao arterial da populacdo em geral quando foi usado aspirina ou
ndo ao mesmo tempo. Foi concluido que ambos, a pressao arterial elevada e o uso
prévio de aspirina, podem estar associados com a epistaxe, apesar do pequeno
tamanho da amostra.

Padgham (1990) avaliou os prontuarios de 107 pacientes com epistaxe e
demonstraram que a hipertensdo foi associada com sangramento somente no
meato médio nasal, mas ndo relacionada com a gravidade do sangramento.
Lubianca-Neto et al. (1998) conduziu um estudo com 323 hipertensos durante os
episodios de epistaxe que foram questionados quanto a algum tratamento prévio e
quando foram diagnosticados com epistaxe. A presenca de hipertensdo foi
correlacionada como fator predisponente a epistaxe aguda e a cronicidade da
hipertensdo aumentou o risco de epistaxe nestes pacientes. Charles e Corrigan
(1977) estudou 194 pacientes com epistaxe e encontrou uma elevada prevaléncia
de presséo elevada quando comparou com a populacdo em geral. Este estudo foi
limitado na comparacao da pressao arterial durante a epistaxe e néo incluiu nenhum

grupo controle.
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Os estudos que tratam da correlacéo entre hipertenséo arterial e eventos
de epistaxe ndo sdo conclusivos, além disso, fatores de confundimento como
estresse e o efeito jaleco branco (momento em que a ansiedade do individuo atinge
grau maximo durante uma consulta) podem contribuir para a elevagédo da presséo
arterial durante o episédio de epistaxe e ndo uma correlacdo de causa e efeito; em
alguns casos, a epistaxe pode apontar um diagnaostico inicial de hipertenséo arterial.
No entanto, considerando que a epistaxe pode ter causas multifatoriais como o
envelhecimento, tabagismo, dislipidemia e o diabetes, a hipertenséo arterial pode

ser um fator associado.

1.6. Fatores relacionados a ruptura vascular

Os estudos sobre os mecanismos fisiopatolégicos da hipertenséo arterial
sistémica em 6rgdos como o cérebro, coracao, rins e outros associam as alteracdes
estruturais vasculares com os acidentes hemorragicos, no entanto, pouco se sabe
se existem alteracdes estruturais nos vasos que irrigam a cavidade nasal e se essas
estdo associadas a hipertensdo arterial ou mesmo com o0s episodios de epistaxe
grave. A maior parte de estudos clinicos sdo de caso controle ou de prevaléncias
de admissao hospitalar (Kikidis et al. 2014). A hipbtese de que a epistaxe grave esta
associada a hipertensao arterial vem da constatacdo que pacientes atendidos com
essa afeccao sdo comumente diagnosticados com hipertensao arterial (Baran et al.
2016), sendo recomendado o uso de sinvastatinas, sobretudo para aqueles com
idade superior a 50 anos e quando na presenca de outros fatores de risco para
doencas cardiovasculares (Pirodda et al. 2011).

Além da hipertensdo arterial sistémica é possivel que outros fatores
concorram para a epistaxe grave, como o trajeto tortuoso dos ramos da artéria
esfenopalatina que quando associado a acidentes 6sseos como a espicula etmoidal
de aspecto pontiagudo, presente normalmente em mais de 90% dos individuos,
pode favorecer a ruptura vascular em picos de hipertensao (Rezende et al. 2012).
Outra possibilidade vem dos estudos de Rezende et al. 2009, que demonstrou uma
tendéncia estatistica para o0 aumento dos episédios de epistaxe grave de individuos
atendidos no pronto socorro do Hospital de Base, durante os meses de frio e seca
no Distrito Federal. Apesar dos diferentes fatores relacionados aos episodios de
epistaxe é possivel que pequenas alteracbes estruturais na parede vascular de

capilares, arteriolas e artérias concorram, de forma cumulativa, para essa afec¢ao.
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2. OBJETIVOS



2.1. OBJETIVO GERAL

Descrever e comparar o padrdo morfolégico dos tecidos e da
microvasculatura que integram a mucosa nasal posterior para determinar se a
hipertenséo arterial sistémica ou a epistaxe alteram os padrdes morfologicos de

individuos saudaveis.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a largura das tunicas intima, média e adventicia;

e Avaliar a justaposicao celular das camadas que compdem as tunicas intima e
média;

e Avaliar a integridade das camadas que compfem as tunicas intima e média;

¢ l|dentificar a inervacao dos tecidos que compdem a mucosa;

e Avaliar a presenca de células inflamatdrias nas regides superficial e profunda da
mucosa;

e Avaliar os componentes da matriz extracelular fibrosa;

e Comparar os achados morfoldgicos de individuos normotensos com o grupo de

hipertensos ou vitimados pela epistaxe.
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3. MATERIAIS E METODOS



3.1. Delineamento experimental

Individuos mortos por causas diversas Individuos vivos submetidos a
(n=29; IML=7 e HBDF=22) cirurgia para epistaxe
(n=6)

CEP / ESCS-DF n° 152/2012

|

Coleta dos fragmentos da mucosa

/

Fixacao, desidratagao, Microtomia int ld
diafanizacao, emblocamento em Icro Om'e,] Integral dos
parafina espécimes
Digitalizagao das imagens Coloragao / Objetivo especifico

AN

Coleta e analise dos resultados

Figura 2. Organograma do estudo

3.2. Tipo de estudo

Trata-se de um estudo microanatémico descritivo da mucosa da cavidade
nasal posterior obtida de cadaveres de morte recente (n=29), com ou sem historico
de hipertenséo e de individuos atendidos no Hospital de Base do Distrito Federal
para o tratamento cirdrgico da epistaxe grave (n=6).

3.3. Individuos e principios éticos

Os participantes deste estudo eram cadaveres oriundos de morte recente,
de causas diversas e ndo por epistaxe (n=29), e encaminhados ao Servico de
Anatomia Patologica Hospital de Base do Distrito Federal e ao Instituto de Medicina
Legal do Distrito Federal, bem como aqueles individuos atendidos, vitimas de
epistaxe (n=6) nao falecidas, tratadas cirurgicamente no Hospital de Base do
Distrito Federal no periodo compreendido entre 2010 a 2013. O numero de
individuos minimo por grupo, n=13, foi calculado tomando-se por base a incidéncia

de hipertensdo arterial sistémica na populacdo de 20%, o percentual de
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probabilidade de deteccdo de 80% e intervalo de confianca de 95%. (Fonte:
www.openepi.com/samplesize/SSCC.ht). No entanto, considerando que a obtencao
de espécimes histoldgicos de cadaveres ou individuos vitimados pela epistaxe era
de conveniéncia os grupos de hipertensos e epistaxe ndo alcangou o minimo de 13
(treze) individuos.

Os individuos incluidos no estudo eram adultos de ambos 0s sexos e que
possuiam prontuario médico para a coleta de dados epidemiolégicos e clinicos
(género, idade, historico de hipertenséo, vitimado pela epistaxe e causa da morte)
necessarios para a constru¢do do perfil do grupo de estudo. Foram excluidos do
estudo individuos vitimados por trauma de face, portadores de coagulopatias,
doencas inflamatérias e tumores de cabeca e pescoco.

Durante a realizacdo deste estudo, as normas éticas para a pesquisa
cientifica com seres humanos foram rigorosamente obedecidas, em concordancia
com a lei 6.638/79 e conforme a declaracdo de Helsinque (World Medical
Association Recommendation 2011). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da ESCS-DF sob o numero 152/2012 (Anexo 1). Os espécimes
histoldgicos foram coletados mediante assinatura do termo de consentimento livre

e esclarecido pelo individuo ou pelo responsavel (Anexos 2, 3 e 4).

3.4. Grupos de estudo
Os grupos de estudo foram constituidos conforme descrito abaixo.
A. Grupo Normotenso: Individuos sem histérico de hipertenséo arterial sistémica
(n=17);
B. Grupo Hipertenso: Individuos com histérico de hipertenséo arterial sistémica
(n=12);
C. Grupo Epistaxe: Individuos com epistaxe grave e submetidos a tratamento

cirdrgico (n=6, 3 hipertensos e 3 normotensos).

3.5. Obtencéo das amostras da mucosa nasal

As amostras da mucosa da cavidade nasal posterior foram obtidas por
técnica de disseccdo em ambas as cavidades nasais e registradas por
videoendoscopia nasal com Optica de zero grau/4.0 mm (Karl Storz®, Tuttlingen,

Germany).
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A. Amostras de cadaveres

Para os cadaveres a coleta das mucosas era feita entre 3 e 12 horas ap6s
a morte. Depois de deslocar medialmente a concha média, foi identificado com uma
pinca palpadora a regiao de transicéo entre a fontanela maxilar posterior e a porcéo
perpendicular do osso palatino; nesta regido, foi realizada uma incisao vertical na
mucosa, de aproximadamente 1,5 cm, logo acima da porcao superior da concha
inferior. Em seguida, confeccionou-se um retalho mucoperiosteal ao longo da regiédo
posterior do nariz e da transicdo do meato médio com o superior, até identificar o
forame esfenopalatino e os seus vasos. A disseccao continuou até a parede anterior
do seio esfendide para identificar outros possiveis ramos arteriais. Foram colhidas
amostras com 1 cm de comprimento a partir da sua saida do forame esfenopalatino,
em que o ramo mais calibroso da artéria esfenopalatina (SPA) foi removido

juntamente com seus ramos adjacentes de cada fossa nasal.

B. Amostras de individuos submetidos ao tratamento cirargico

Para os individuos submetidos ao tratamento cirdrgico para a epistaxe
grave a obtencdo de amostras se deu durante o procedimento cirdrgico.
Inicialmente foram removidos os tampdes das fossas nasais que continham
parcialmente o sangramento. Aspirou-se 0s coagulos das fossas nasais e
identificou-se a regido de sangramento ativo para certificar-se da origem da nutricdo
sanguinea pelos ramos da artéria esfenopalatina. A mesma técnica utilizada nos
cadaveres para identificar o forame esfenopalatino e os seus vasos foi utilizada nos
individuos submetidos ao tratamento cirdrgico. Ao se identificar o maior ramo
arterial, foi isolado um segmento arterial por fios multiflamentares de seda 0.0
(Ethicon®, Sao Paulo, Brasil) ou por clips de titanio para aneurisma (Vicca®,
Cachoeirinha-RS, Brazil). Foram colhidas amostras com 1 cm de comprimento do
segmento arterial e sua mucosa adjacente a partir da sua saida do forame
esfenopalatino e posteriomente foi realizada a cauterizacdo termoelétrica dos
ramos isolados com os fios de seda para a completa hemostasia do procedimento

cirurgico.

3.6. Processamento histolégico
As amostras de mucosa nasal coletadas de cadaveres ou individuos

submetidos a tratamento cirargico foram processadas para as analises
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histopatolégicas por microscopia de luz. Inicialmente os espécimes depois de
fixados, eram desidratados em solucfes com concentracdes crescentes de alcool
(70%, 80%, 90% e 3x 100%), diafanizados 2 vezes durante 30 minutos em xilol e
impregnados 3 vezes em parafina a 60 graus. Em seguida, as amostras eram
emblocados em parafina, seccionadas integralmente no micr6tomo em seccdes
histolégicas de 5 uym de espessura que eram entdo coletadas em laminas para
microscopia previamente enumeradas.

Para obter os dados das andlises histoldgicas dos diferentes tecidos que
compdem a mucosa, grupos de 4 (quatro) laminas/seccbes histologicas eram
separadas e as diferentes técnicas de coloracdo (Hematoxilina & Eosina, Tricrémio
de Gomori, Reticulina e imunohistoquimica para S100) eram aplicadas em cada
grupo de 4 laminas e de forma sequencial.

Depois de coradas, as sec¢des histologicas eram protegidas com laminulas
de vidro e resina sintética (Enthelan®, Sigma-Aldrich) e posteriormente digitalizadas
no sistema de fotodocumentacdo Aperio® (Leica, New Castle, England) para a
coleta dos dados histolégicos e histopatologicos (qualitativas, semiquantitativas e
morfometria), sempre por um Unico observador e de forma cega, e para a

representacdo dos resultados.

3.7. Avaliagcdo morfométrica dos vasos sanguineos

Para a medida da largura das tunicas intima, média e adventicia, em
seccles transversais, foram selecionadas secc¢des histolégicas digitalizadas de
cada artéria coradas por Hematoxilina-Eosina e Gomori. A extensdo vascular
analisada foi de 47,8+12,9 ym em secc¢des arteriais em cerca de 6 laminas por
individuo, obtidas da microtomia integral dos fragmentos arteriais e mucosa nasal
adjacente. As medidas das larguras das trés tunicas foram tomadas em quatro
pontos equidistantes para determinar a média das larguras por seccéao histolégica
em cada tunica (Figura 3); esse procedimento foi repetido em todas as seccdes
histoldgicas transversais de artérias de pequeno calibre (>100 pum).

"NORTE"

Figura 3. Esquema representativo para a obtencédo dos dados

morfométricos em secgdes histologicas dos vasos sanguineos

"suL”
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A captura e a digitalizacdo da imagem da seccao arterial foram feitas por
um microscoépio Olympus BX41® (Téquio, Japao) com camera Amscope MD 600®
(Califérnia, EUA) acoplada a ocular e conectada a um notebook Toshiba NB 255
(Tokio, Japéo). Foi utilizado o programa Amscope 3.0® (Califérnia, EUA) e salvo
fotografias em arquivos digitais nos aumentos de 40x, 100x e 1000x. A medida das
tunicas vasculares foram expressas em micrometros utilizando-se o software
AxionVision 4.6 da Carl Zeiss® (Jena, Alemanha). Os dados quantitativos
expressos em microdmetros foram tabulados em planilha de Excel e posteriormente

transferidos para o programa de estatistica para as comparagfes entre 0S grupos.

3.8. Obtencdo dos dados de justaposicédo e integridade das tunicas intima e
meédia

As analises qualitativas foram realizadas em secg¢fes transversais de
capilares, arteriolas, artérias de pequeno calibre, numa extensédo equivalente as
60,0£12,5 ym nas secgdes histoldgicas coradas com o método histoquimico para a
identificacdo de fibras reticulares (reticulina/colageno lll). Para a andlise da tlnica
intima de capilares (=10 ym), arteriolas (<100 ym) e artérias (>100 pm) considerou-
se a integridade-justaposicdo do endotélio. Para a analise da tunica média de
arteriolas e artérias considerou-se a integridade (homogeneidade da camada
muscular) e a justaposi¢cao (aderéncia) entre as células musculares lisas. Para cada
caracteristica analisada (integridade e justaposi¢ao) atribuiu-se os numeros 1 (um)

ou 0 (zero), quando esta estava presente ou ausente, respectivamente.

Posteriormente a coleta dos dados histoldgicos preparou-se uma tabela em
em planilha de Excel e posteriormente transferidos para o programa de estatistica
para as comparacdes entre 0S grupos

3.9. Identificagdo do tecido nervoso

A andlise do tecido nervoso presente na mucosa da cavidade nasal foi
realizada pelo método imunohistoquimico para a proteina S100 (Biocare Medical,
Concord-CA, United States) codificada por uma familia de mdltiplos genes de
proteinas de baixo peso molecular expressas num grande numero de células do

sistema nervoso central e periférico, nos melandcitos, condrécitos e adipocitos
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(Donato 1999). Para tanto, foram coletadas secc¢des histolégicas sequenciais de 5
Mm de espessura aderidas em laminas de vidro previamente silanizadas. Em
seguida, os cortes foram desparafininados em xilol (3 banhos de 1 minuto),
desidratados em alcool etilico absoluto (6 banhos de 1 minuto) e alcool etilico a 95%
(2 banhos de 1 minuto) e reidratados em &guas destilada (3 banhos de 1 minuto).
Considerando que a parafinizacdo dos espécimes mascara 0s sitios antigénicos
das células, a recuperacao antigénica se deu pela imersao das laminas em cuba
vaporizada contendo tampéao citrato com 0,2% de Tween 20, previamente aquecido
a 95 °C por 20 minutos. Em seguida, as laminas foram resfriadas a temperatura
ambiente por 15 minutos, lavadas em agua destilada (sob agitacdo) e entéo,
submetidas ao blogueio da peroxidase enddgena para evitar reacfes inespecificas.
Para isso, as laminas foram imersas em solugao aquosa de perédxido de hidrogénio
a 10% por 15 minutos (2 banhos) e posteriormente lavadas 3 vezes em &gua
destilada para remover o excesso da solucdo de blogueio.

Na sequéncia da recuperacdo antigénica, as laminas foram lavadas
vigorosamente com tampéo TBS (TRIS pH 7,3 e cloreto de sddio em agua destilada)
acrescido de Tween 20; o liquido excedente foi removido com o auxilio de um papel
absorvente. Depois, os cortes foram tratados com 50 pyL de anticorpo primario
monoclonal S100 produzidos em cabra (clone: QBENnd/10, Biocare Medical,
Concord-CA, United States), previamente diluido na proporcao de 1:100 em tampao
TBS com 1% de SAB; nessas condicdes as laminas foram incubadas em uma cuba
umidificada durante 24 horas a 4 °C. Finalizada a incubacao, as laminas foram
lavadas vigorosamente com tampao TBS/Tween 20 e as seccdes histoldgicas foram
reincubadas com 50 pyL de anticorpo secundario biotinilado anti-cabra (Spring®,
Pleasanton, United States) diluido em 1:200 em tampao TBS/Tween 20, por 1 hora
a temperatura ambiente e entdo, foram novamente lavadas com o tampao
TBS/Tween 20 e, o excesso de liquido foi retirado com auxilio de um papel
absorvente. Para visualizar os imunocomplexos, as secg¢des histologicas foram
incubadas com uma solugdo comercial de estreptavidina-peroxidase (Spring®,
Pleasanton, United States) em tampao TBS por 30 minutos a temperatura ambiente
e em seguida com outra solugdo comercial de diaminobenzidina (DMB) e peréxido
de hidrogénio por 10 mais minutos. Posteriormente, as laminas depois de lavadas
3 vezes em agua corrente sob baixa pressdo, foram contra-coradas com

hematoxilina de Harris por 30 segundos, novamente lavadas em agua corrente por
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5 minutos e finalmente protegidas com laminulas aderidas com resina sintética
(Enthelan®, Sigma-Aldrich).

O complexo de cor acastanhado formado da ligacdo da estreptavidina-
biotina presente no anticorpo secundario biotinado e a peroxidase via peroxidacéo
do perdxido de hidrogénio e o DMB foi visualizado em microscopia Optica. Para a
coleta foram quantificados o total de imunomarcacdes (pontos acastanhados) numa
area equivalente a 66 mm? das secc¢les histolégicas integrais dos espécimes
obtidos dos individuos dos grupos normotensos, hipertensos e epistaxe. Os
resultados expressos em total de imunomarcacGes/66 mm?/Individuo foram
tabulados em planilha de Excel e posteriormente transferidos para o programa de

estatistica para as comparacdes entre 0s grupos

3.10. Avaliagéo do tecido conjuntivo
A. Células migratoérias

Para as analises qualitativas da fracdo celular do tecido conjuntivo das
seccbes histologicas foram considerados a presenca ou auséncia de células
inflamatoérias (neutrdfilos, eosindfilos, macrofagos ou linfécitos) na mucosa
superficial (tecido conjuntivo frouxo e com glandulas seromucosas) ou profunda
(tecido conjuntivo denso) e a presenca ou auséncia de tecido necrotico e/ou células
em degeneracdo. Também, foi quantificado o nimero de células migratérias por
cada seccao histoldgica e em todas as laminas obtidas da microtomia sequencial
dos espécimes histolégicos individuais e que posteriormente foram digitalizadas
(Aperio®, Scan Scope). Os dados expressos em total de células migratérias por
campos de 400 um? foram tabulados em planilha de Excel transferidos para o

programa de estatistica para as comparacfes entre 0s grupos
B. Matriz extracelular fibrosa

Para a analise da matriz extracelular foram consideradas as seccdes
histolégicas coradas com as técnicas de Weigert (identificacao de fibras elasticas),
H&E e tricromio de Gomori (identificacdo de fibras colagenas) e digitalizadas. Para
as andlises foi utilizado o programa Image Scope (Aperio®) e o parametro qualitativo
considerado foi a intensidade de cor para as diferentes fibras (colagenas/cor azul,

elasticas/violacea ou reticulares/negras) nas regides superficial e profunda da
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mucosa, em que foram atribuidos os nimeros 1 (pouco), 2 (médio) ou 3 (intenso)
para cada seccao histolégica e os resultados foram expressos em média da
intensidade/area/lamina/individuo. As andlises foram feitas separadamente na
mucosa nhasal superficial (tecido conjuntivo frouxo e com glandulas seromucosas) e
profunda (tecido conjuntivo denso). Os resultados expressos em total de
fibroblastos/fibrécitos/400 um? foram tabulados em planilha de Excel e
posteriormente transferidos para o programa de estatistica para as comparacoes

entre 0s grupos

3.11. Analise estatistica

Para a aplicacdo dos testes estatisticos verificou-se previamente a
normalidade ou ndo das variaveis dos dados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e
a variancia da amostra pelo teste de Bartlett. Para comparar duas amostras
independentes foi usado o teste t-Student ou Mann-Whitney para os dados
paramétricos ou ndo paramétricos, respectivamente. Em sendo assim, foram

comparados os resultados obtidos entre a) normotenso e hipertenso, b) normotenso

e epistaxe e c) hipertenso e epistaxe. As diferencas entre as varidveis comparadas

foram consideradas estatisticamente significativas quando a probabilidade bi-
caudal da sua ocorréncia devida ao acaso (erro tipo 1) foi menor que 5% (p < 0,05).
O programa Prism 5® software package (GraphPad, USA) foi utilizado paras as

analises e a producao dos gréficos.
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4. RESULTADOS



4.1. PERFIL DOS INDIVIDUOS

O estudo morfolégico da mucosa e da microvasculatura da cavidade nasal
posterior foi composto de 35 individuos, sendo 29 individuos mortos por causas
diversas e submetidos a necropsia no Servigo de Anatomia Patoldgica do Hospital
de Base ou no Instituto de Medicina Legal do Distrito Federal, e 6 individuos vivos
submetidos a tratamento cirdrgico para epistaxe grave no Hospital de Base do
Distrito Federal. A amostras foram colhidas no periodo de agosto de 2010 a
dezembro de 2013. Para identificar o perfil individual foram considerados o sexo,
idade, presenca ou ndo de Hipertensao Arterial Sistémica (HAS) e a presenca de
epistaxe (Tabelas 1 e 2).

O grupo de estudo foi composto por uma amostra de conveniéncia
(individuos aleatorios e consentidos da pesquisa) de 35 individuos, sendo 23 do
sexo masculino e 12 do sexo feminino, jovens, adultos e idosos com faixa etéria
variando de 58,6+9,3 para as mulheres (minimo 45 anos e maximo 82 anos) e
52,0£23,6 (minimo 11 anos e maximo 96 anos) para os homens. A Hipertensao
Arterial Sistémica (HAS) estava presente em 15 (43%) individuos e ausente em 20
(57%) dos individuos. Separadamente em relacdo ao género observou-se que
dentre as mulheres 50% eram hipertensas, enquanto que 39% dos homens eram

hipertensos.

Tabela 1: Perfil epidemiolégico dos individuos do sexo feminino, contendo dados de idade,
hipertenséo, epistaxe grave e causa da morte.

. Hipertens&o Arteriall Idade i )
Individuo o Epistaxe Causa mortis
Sistémica (Anos)
1F 50 nao Acidente vascular cerebral hemorragico
2F 58 nao Miocardiopatia chagéasica
3F 62 nao Trombose mesentérica
Normotenso ) ) )
4F 64 nao Acidente vascular isquémico
5F 56 nao Cancer de colo uterino
6F 45 sim -
7F 82 nao Abscesso cerebral
8F 55 nao Hepatite cronica
9F ) 60 néo Acidente vascular cerebral hemorragico
Hipertenso
10F 53 nao Tumor cerebral
11F 58 nao Insuficiéncia cardiaca
12F 45 sim -
MédiatDP 58,6+9,3 - -
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Tabela 2: Perfil epidemiolégico dos individuos do sexo masculino, contendo dados de
idade, hipertenséo, epistaxe grave e causa da morte.

Hipertenséo
Individuo arterial Idade Epistaxe Causa mortis
sistémica
1M 55 nao Miocardiopatia Chagésica
2M 15 nao Trauma de cranio
3M 42 nao Pneumonia
aM 40 nao Tumor de prostata
5M 55 nao Desconhecida
6M 11 sim Acidente vascular hemorragico
™ Normotenso 69 nao Abscesso cerebral
8M 43 sim -
oM 26 nao Trauma de cranio
10M 37 nao Trauma de abdome
11M 74 nao Pneumonia
12M 43 nao Trauma de cranio
13M 16 nao Trauma de abdome
14M 45 sim -
15M 87 nao Tumor dsseo de quadril
16M 59 nao Acidente vascular hemorragico
17™M 91 nao Acidente vascular isquémico
18M 78 nao Céancer de tiredide
19M Hipertenso 52 nao Acidente vascular hemorragico
20M 81 sim -
21M 62 nao Desconhecida
22M 96 nao Trauma de cranio
23M 55 sim -
MédiatDP - 52,0+23,6 - -

4.2. ESTUDO DESCRITIVO E COMPARATIVO DAS TUNICAS VASCULARES
Para o estudo descritivo e comparativo das caracteristicas morfolégicas da

mucosa superficial e profunda da cavidade nasal posterior e dos ramos da artéria

esfenopalatina/microvasculatura de individuos dos grupos de normotensos,

hipertensos ou aqueles vitimados pela epistaxe, foi avaliado para o grupo de

mulheres e homens separadamente a largura e a integridade das tunicas

vasculares (intima, média e adventicia) e a justaposicdo das células das tunicas

intima_e média. Além disso, foram coletados dados morfolégicos do tecido

conjuntivo, matriz extracelular e células, fixas e migratérias, e a presenca ou nao de
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terminacdes nervosas associadas a mucosa.

Para as comparacbes o0 estudo analisou os grupos de normotensos,
hipertensos e epistaxe, considerando individuos de ambos o0s sexos e
posteriormente foram analisados individualmente os grupos de mulheres e homens.

A rede vascular era composta por capilares (didametro de <10 um), arteriolas
(diametro de 10 um a 100um) e artérias de pequeno calibre (100 a 200 um de
diametro) e para as comparacfes o estudo analisou seccdes histoldgicas obtidas
dos grupos de normotensos, hipertensos e epistaxe, considerando individuos de
ambos os sexos e posteriormente foram analisados individualmente os grupos de

mulheres e homens.

4.2.1. COMPARAC}AO DAS LARGURAS DAS TUNICAS VASCULARES NOS
GRUPOS NORMOTENSO, HIPERTENSO E EPISTAXE

Para determinar a largura das tdnicas intima, média e adventicia da
microvasculatura associada a artéria esfenopalatina foram analisadas seccdes
transversais que totalizaram 47,8 = 12,9 um de comprimento. Logo, para saber se
nos hipertensos ou nos individuos com epistaxe as larguras das tunicas vasculares
diferiam do grupo de normotensos foram feitos os estudos comparativos.

Os resultados das comparacfes entre dois grupos, quanto a largura das
trés tunicas (intima, média e adventicia), mostraram que 0s normotensos
apresentaram menor largura da tdnica intima, na comparacdo com o grupo de
hipertensos (Mann-Whitney; p=0,003); as demais compara¢des mostraram nao

haver diferengas entre os grupos (p<0,05) (Figura 3).
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Figura 3. Largura das tunicas intima, média e adventicia dos ramos da microvasculatura
associada a mucosa da cavidade nasal posterior de mulheres e homens normotensos,
hipertensos e com epistaxe. Os resultados, analisados pelo teste t, mostraram que no grupo
de normotensos a tunica intima foi menor largura do que para o grupo de hipertensos
(p=0,003) ou epistaxe (p=0,015), o grupo de hipertensos apresentaram maior largura da
tunica média na comparag¢do com o normotenso (p=0,049). Os demais grupos nao diferiram
entre si (p>0,05). Estéo representados as médias e os desvios padréo.

Considerando que os individuos vitimados pela epistaxe (n=6) exibiam ou
nao hipertenséo arterial sistémica, foram comparadas as tlnicas vasculares desses
individuos separadamente com o0s grupos de normotensos ou hipertensos. Os
resultados analisados pelo teste t mostraram que individuos hipertensos, com ou
sem epistaxe, apresentaram maior largura da tanica intima na comparagédo com 0s
normotensos (p<0,05) e que dentre os individuos vitimados pela epistaxe, os
hipertensos exibiam as maiores larguras da tunica intima (p<0,05). Ndo houve
diferengas entre as larguras da tdnica intima entre os individuos normotensos
controle na comparagcdo com 0s normotensos vitimados pela epistaxe (p>0,05)
(Figura 4 e 5).
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Figura 4. Largura da tdnica intima dos ramos da microvasculatura associada & mucosa da
cavidade nasal posterior de mulheres e homens normotensos, hipertensos e com epistaxe.
Os resultados, analisados pelo teste t, mostraram que individuos hipertensos, com ou sem
epistaxe, exibiam maior tlnica intima que normotensos (p<0,05), individuos com epistaxe
e hipertensos tinham maiores tlnicas intimas do que epistaxe e normotensos (p<0,05). Nao
houve diferengas entre as larguras da tdnica intima entre os individuos normotensos
controle com normotensos vitimados pela epistaxe (p>0,05). Estdo representados as
médias e os desvios padrdo e os individuos discrepantes.
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Figura 5. Fotomicrografias de secg¢fes histologicas de artérias da cavidade nasal posterior
com destaque sobre o espessamento da camada intima arterial. A (aumento de 200x, HE)
e B (aumento de 100x, HE) séo individuos normotensos; C (aumento de 400x, HE) e D
(aumento de 400x, Gomori) sao individuos hipertensos; e E (aumento de 200x, Gomori) e
F (aumento de 200x, HE) séo vitimas de epistaxe. Observar a importante diferenca entre a
largura da tunica intima em comparacdo ao normotensos e vitimados por epistaxe. HE =
hematoxilina e eosina.
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4.2.2. COMPARACAO DA LARGURA DAS TUNICAS VASCULARES POR
GENERO

Os resultados analisados separadamente para os individuos dos sexos
feminino (Tabela 3) ou masculino (Tabela 4) mostram a médiazDP da largura das
tunicas vasculares para 0s grupos de normotensos, hipertensos e aqueles

vitimados pela epistaxe.

Tabela 3. Largura das tlnicas vasculares obtidas da microvasculatura associada a
cavidade nasal posterior de individuos do sexo feminino.

Pressio Arterial Tanicas vasculares (um) (Média + DP)

Sistemica intima Média Adventicia
Normotenso (n=5) 53+2.3 57,3+32,1 75,8+ 10,7
Hipertenso (n=5) 33,3+27,3 78,6 + 37,3 96,3+ 31,0

Epistaxe (n=2, sendo 1
normotensae 1 196 + 3,4 74,8 £ 23,8 110,1 £ 44,6
hipertensa)

Tabela 4. Largura das tlnicas vasculares obtidas da microvasculatura associada a
cavidade nasal posterior de individuos do sexo masculino.

- il 4
Pressio Arterial Tanicas vasculares (um) (Média + DP)

Sistémica

intima Média Adventicia
Normotenso (n=12) 16,2 + 14,8 86,5+45,1 108,8 £ 52,5
Hipertenso (n=9) 42,2 + 20,6 106,4 + 70,3 113,7 £ 44,7

Epistaxe (n=4, sendo 2
normotensos e 2 45,4 + 28,9 55,4+ 25,4 108,8 + 57,8

hipertensos)

Os resultados mostraram para os individuos do sexo feminino aumento de
528% na largura da tunica intima da microvasculatura do grupo hipertenso (33,3
27,3 um) e de 269% no grupo epistaxe (19,6 £ 3,4 um), na comparagdo como 0S

normotensos (5,3 £ 2,3 um) (Teste t; p<0,05) (Figura 6 A). Semelhantemente, os
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grupos masculinos de hipertensos (42,2 + 20,6 um) ou vitimados pela epistaxe (45,4
+ 28,9 um) apresentaram aumento de 160% ou 180% na largura da tunica intima,
na comparacao com o grupo de normotensos (16,2 + 14,8 um) (Teste t; p<0,05)
(Figura 6 B).

Quanto as tunicas média e adventicia dos diferentes grupos, normotensos,
hipertensos ou epistaxe, 0s resultados mostraram que as larguras nao diferiram
entre si (Teste t; p>0,05) (Figuras 1 e 5).
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Figura 6. Largura das tunicas vasculares da microvasculatura associada a mucosa da
cavidade nasal posterior de individuos dos sexos feminino (A) e masculino (B). Os
resultados das comparagcbes entre 0s grupos (normotenso, hipertenso e epistaxe)
mostraram que as tunicas intimas aumentaram de largura nos individuos hipertensos e
epistaxe na comparag¢do com 0s normotensos (Teste t; p<0,05); para as demais tunicas
ndo houve diferencas entre os grupos (Teste t; p>0,05). Estédo representados as médias e
0s desvios padréo.
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4.2.3. INTEGRIDADE E JUSTAPOSICAO DAS TUNICAS INTIMA E MEDIA

Para avaliar a justaposicdo celular e a integridade das tanicas intima e
meédia foram analisadas seccdes histologicas transversais da microvasculatura, que
totalizaram 1,9+0,6 mm para capilares, 1,4+0,7 mm para arteriolas e 1,2+0,8 mm
para artérias de pequeno calibre. Os resultados foram expressos em percentual de
seccOes histoldgicas com as tunicas intima e média integros ou em percentual de

vasos que apresentavam células justapostas nas tunicas intima e média.

A. AVALIAQAO DA INTEGRIDADE/J USTAPOSI(;AO ENDOTELIAL NOS
GRUPOS NORMOTENSOS, HIPERTENSOS E EPISTAXE

Para determinar se havia diferencas no percentual de seccdes histologicas
da microvasculatura com endotélio integro/justaposto foram analisados os grupos
de individuos (feminino e masculino) normotensos, hipertensos ou epistaxe.

Os resultados das comparacdes entre dois grupos mostraram que o
percentual de seccbes histologicas que exibiam capilares com endotélio
integros/justapostos foi maior no grupo normotenso do que nos grupos hipertenso
(Mann-Whitney; p<0,05) ou epistaxe (Teste t; p<0,05). Também, para as arteriolas
O grupo normotenso apresentou maior percentual de integridade/justaposicéo
guando comparado ao grupo hipertenso ou epistaxe (Teste t; p<0,05); 0 mesmo foi

observado para as artérias (Mann-Whitney; p<0,05) (Figura 7 e 8).
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Figura 7. Percentual de seccdes histologicas da microvasculatura (capilar, arteriola e
artéria) com endotélio e membrana basal integros provenientes de mulheres e homens
normotensos (N), hipertensos (H) e com epistaxe (E). Os resultados, analisados pelo teste
t ou Mann-Whitney, mostraram que H < N > E para os capilares, arteriolas e artérias
(p<0,05). Estéo representadas as medianas, quartis, valores maximos e minimos e valores
discrepantes.

Figura 8. Fotomicrografias de seccdes histoldgicas de capilares da cavidade nasal
posterior de individuos normotenso (A), hipertenso (B) ou vitimado pela epistaxe (C).
Observar a integridade do endotélio e membrana basal em A (Gomori), a irregularidade da
camada intima em B (Gomori) e pequena ruptura endotelial em capilar no centro da foto C
(Coloracdo Hematoxilina & Eosina), aumento de 400 vezes.
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B. AVALIACAO DA INTEGRIDADE/JUSTAPOSICAO ENDOTELIAL POR
GENERO

Os resultados descritivos da médiatDP do percentual de vasos com as
tunicas vasculares integras sdo mostrados para oS grupos de normotensos,
hipertensos e aqueles vitimados pela epistaxe nas tabelas 5 (sexo feminino) e 6

(sexo masculino).

Tabela 5. Percentual de vasos com endotélio e membrana basal integros na mucosa da
cavidade nasal posterior de individuos do sexo feminino.

Pressio Arterial Tanicas vasculares (um) (Média = DP)
Sistemica Capilar Arteriola Artéria
Normotenso (n=5) 98,2+2,2 91,2+ 10,7 99,3+1,9
Hipertenso (n=5) 51,4 + 39,3 36,2 + 35,6 23,3+25,1
Epistaxe (n=2, sendo 1
normotensae 1 57,4 + 34,7 56,4 + 35,2 50,1 + 40,7
hipertensa)

Tabela 6. Percentual de vasos com endotélio e membrana basal integros na mucosa da
cavidade nasal posterior de individuos do sexo masculino.

- idin 4
Pressio Arterial Tanicas vasculares (um) (Média + DP)

Sistémica

Capilar Arteriola Artéria
Normotenso (n=5) 99,5+0,9 958+5,9 80,4 + 32,7
Hipertenso (n=5) 61,0+ 14,0 34,0 + 36,5 13,2+ 15,0

Epistaxe (n=2, sendo 1
normotensael 48,3 + 38,7 53,3+ 47,0 50,2 + 50,1

hipertensa)

Para o grupo do sexo feminino os resultados mostraram que 0s percentuais
de seccdes histologicas de capilares, arteriolas e artérias que apresentavam

endotélio integro e com células justapostas era maior no grupo de mulheres
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normotensas (Capilar = 98,2% + 2,2%; Arteriola = 91,2% + 10,7%; Artéria = 99,3%
+ 1,9%) na comparacdo com as hipertensas (Capilar = 51,4% * 39,3%; Arteriola =
36,2% + 35,6%; Artéria = 23,3% * 25,1%) ou naquelas vitimadas pela epistaxe
(Capilar = 57,4% + 34,7%; Arteriola = 56,4% * 35,2%; Artéria = 50,1% + 40,7%)
(Teste t; p<0,05); o mesmo foi observado para o grupo de mulheres hipertensas
concernente aos capilares (51,4% + 39,3%) e artérias (23,3% + 25,1%), mas néo
para as arteriolas (36,2% * 35,6%) (Teste t; p<0,05) (Figura 8A).

Quanto ao grupo de homens o0s hipertensos apresentaram menor
percentual de sec¢des histologicas transversais com endotélio integro e justaposto
(Capilar = 61,0% + 14,0%; Arteriola = 34,0% + 36,5%; Artéria = 13,2% + 15,0%) na
comparacao com os normotensos (Capilar = 99,5% + 0,9%; Arteriola = 95,8% =+
5,9%; Artéria = 80,4 + 32,7%) (Teste t; p<0,05). Ja os individuos que sofreram
epistaxe apresentaram seus capilares (Capilar = 48,3% + 38,7%) e arteriolas
(Capilar = 53,3% + 47,0%) com menores percentuais de endotélio integro e
justaposto do que os normotensos (Capilar = 99,5% * 0,9%; Arteriola = 95,8%)
(Teste t; p<0,05) (Figura 9A).

Os percentuais de seccdes histologicas de vasos com endotélio integro e
justaposto para mulheres ou homens dos grupos de hipertensos e vitimados pela

epistaxe ndo diferiram entre si (Teste t; p>0,05) (Figura 9 A, B).
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Figura 9. Percentual de sec¢des histologicas de vasos (capilares, arteriolas e artérias) com
endotélio integro e justaposto para o grupo de mulheres (A) e homens (B), Normotensos
(N), Hipertensos (H) ou Epistaxe (E). Os resultados das comparacdes para o grupo de
mulheres, analisados pelo teste t, mostraram: a) capilares, arteriolas ou artérias, N > E
(p<0,05); b) capilares ou artérias, N > H (p<0,05). Para o grupo de homens os resultados
mostraram que N > H para capilares, arteriolas ou artérias (Teste t; p<0,05) e que N > E
para os capilares e arteriolas (Teste t; p<0,05). Estdo representados as médias e os desvios
padréo.

C. AVALIACAO DA INTEGRIDADE DA TUNICA MEDIA NOS GRUPOS
NORMOTENSOS, HIPERTENSOS E EPISTAXE

Para determinar se havia diferencas no percentual de sec¢des histologicas
da microvasculatura com a tinica média integra foram analisados os grupos de
individuos (feminino e masculino) normotensos, hipertensos ou epistaxe.

Os resultados das comparacdes entre dois grupos mostraram que o
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percentual de seccdes histologicas que exibiam integridade na tunica média foi
maior no grupo normotenso do que no grupo dos hipertensos para arteriolas e
artérias (Mann-Whitney; p<0,05), mas ndo do que o grupo de epistaxe (Mann-
Whitney; p>0,05). Ndo houve diferencas entre os grupos hipertenso e epistaxe
(Mann-Whitney; p>0,05) (Figura 10 e 11).
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Figura 10. Percentual de secc¢des histologicas da microvasculatura (arteriola e artéria) com
tinica média integro de mulheres e homens normotensos (N), hipertensos (H) e com
epistaxe (E). Os resultados mostraram que o percentual de vasos com a tanica média
integra que N > H para as arteriolas (Mann-Whitney; p=0,025) e artérias (Mann-Whitney;
p=0,004); os demais grupos nao diferiram entre si (p>0,05). Estado representados as médias
e 0s desvios padrao.
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Figura 11. Fotomicrografias de seccdes
histolégicas de arteriolas da cavidade
- | nasal posterior de individuos normotenso
~ | (A, Gomori), hipertenso (B, Gomori) ou
vitimado pela epistaxe (C, Hematoxilina &
| Eosina). Observar a integridade da tdnica
intima e média em A. Em B observa-se
pontos de vacuolizagdo e a irregularidade
da justaposicdo de células musculares
lisas. Ja em C sao visiveis pontos de
descontinuidade da camada média e
intima de arteriolas. Aumento de 200
vezes.

D. AVALIACAO DA INTEGRIDADE DA TUNICA MEDIA POR GENERO

Os resultados descritivos dos percentuais de seccdes histoldgicas da
microvasculatura com a tunica média integra sdo mostrados para 0s grupos dos
sexos feminino e masculino (Tabela 7) e a comparacdo entre 0S grupos
normotensos, hipertensos e epistaxe séo apresentados na figura 12.

Para o grupo do sexo feminino os resultados mostraram que 0s percentuais
de seccdes histologicas de artérias que apresentavam tunica meédia integra era
maior no grupo de mulheres normotensas (Artéria = 86,7% + 18,9%) na comparagao
com as hipertensas (Artéria = 14,7% + 18,3%) ou naquelas vitimadas pela epistaxe
(Artéria = 51,3% * 39,6%) (Teste t; p<0,05); o mesmo resultado nao foi observado
entre as arteriolas de normotensas (68,2 + 27,3), hipertensas (30,9 + 38,0) e vitimas
de epistaxe (37,1 = 30,0) (Teste t; p>0,05) (Figura 12A).

Quanto ao grupo de homens os resultaram demonstraram que 0s
percentuais de seccdes histoldgicas de arteriolas que apresentavam tlnica média
integra era maior no grupo de normotensos (Arteriolas = 84,5 £ 21) na comparagao

com hipertensos (Arteriolas = 43,1 + 38,8) ou vitimas de epistaxe (Arteriolas = 52,0
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* 38,3) (Teste t; p<0,05); 0 mesmo resultado foi observado nas artérias do grupo de
homens normotensos (Artéria = 69,2 + 36,5) em comparacdo aos hipertensos
(Artérias = 17,3 £ 20,5) (Teste t; p<0,05) mas ndo entre os vitimados pela epistaxe
(49,9 + 49,6) (Teste t; p>0,05) (Figura 12B).

Tabela 7. Percentual de vasos com a tinica média integra dos da cavidade nasal posterior
de individuos dos sexos feminino e masculino.

Arteriola (%) Artéria (%)
Género
Normotenso Hipertenso  Epistaxe | Normotenso Hipertenso Epistaxe

Feminino| 68,2+ 27,3 309+380 37,1+30,0 | 86,7+189 14, 7+183 51,3+39,6

Masculino| 845+21,1 43,1+38,8 520+383 | 692+365 17,3+205 49,9+49,6
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Figura 12. Percentual de secg¢fes histoldgicas de vasos (arteriolas e artérias) com tunica
média integra para o grupo de mulheres (A) e homens (B), Normotensos (N), Hipertensos
(H) ou Epistaxe (E). Os resultados das comparacdes para o grupo de mulheres, analisados
pelo teste t, mostraram: artérias, E < N > H (p<0,05). Para o grupo de homens os resultados
mostraram que N > H para arteriolas (Teste t; p<0,05) e que N > E para as artérias (Teste
t; p<0,05). Estao representados as médias e os desvios padrao.

E. AVALIAGAO DA JUSTAPOSICAO DA TUNICA MEDIA NOS GRUPOS
NORMOTENSOS, HIPERTENSOS E EPISTAXE

Para determinar se havia diferencas no percentual de sec¢des histologicas
da microvasculatura com as células musculares lisas justapostas foram analisados
0s grupos de individuos (feminino e masculino) normotensos, hipertensos ou
epistaxe.

Os resultados das comparacdes entre dois grupos mostraram que 0O
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percentual de secc¢des histologicas que exibiam células musculares justapostas foi
maior para as arteriolas e artérias dos individuos normotensos do que para 0s
hipertensos (Mann-Whitney; p<0,05). Semelhantemente, o grupo de normotensos
apresentaram maior percentual de arteriolas e artérias justapostas do que o grupo
vitimado pela epistaxe (Teste t; p=0,05) (Figuras 13 e 14).
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Figura 13. Percentual de secc¢bes histologicas de arteriolas e artérias com tdnica média
justaposta de mulheres e homens normotensos (N), hipertensos (H) e com epistaxe (E). Os
resultados mostraram que H < N > E para arteriolas (Mann-Whitney; p<0,05) e H< N > E
para artérias (Teste t; p<0,05). Estdo representadas as medianas, quartis, valores maximos
e minimos.
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Figura 14. Fotomicrografias de seccdes histologicas de arteriolas (Al, B1, C1) e artérias
(A2, B2, C2) presentes na mucosa da cavidade nasal posterior de individuos normotenso
(A), hipertenso (B) ou vitimado pela epistaxe (C). Observar tinica média justaposta em A e
perda de justaposicdo em B e C. Coloragcdo Gomori em A e B, CD34+ em Cl1 e
Hematoxilina & Eosina em C2.




F. AVALIACAO DA JUSTAPOSICAO DA TUNICA MEDIA POR GENERO

Os resultados descritivos dos percentuais de seccOes histologicas da
microvasculatura com a tiinica meédia justaposta sdo mostrados para 0s grupos dos
sexos feminino e masculino (Tabela 8) e a comparacdo entre 0S grupos
normotensos, hipertensos e epistaxe sdo apresentados na figura 15.

Para o grupo do sexo feminino os resultados mostraram que o0s percentuais
de seccdes histologicas de arteriolas e artérias que apresentavam tunica meédia
justapostas era maior no grupo de mulheres normotensas (Arteriola = 92,6 + 10,5;
Artéria = 90,5 + 13,5) na compara¢ado com as vitimas de epistaxe (Arteriola = 75,0
+25,0; Artéria = 50,1 = 49,9); o mesmo resultado foi observado quando comparadas
as artérias de normotensas foi comparada com as hipertensas (38,1 + 41,5) (Teste
t; p<0,05); ja entre as arteriolas de normotensas (92,6 + 10,5) e hipertensas (29,7 £
37,0) nao foi observado diferenca estatistica significante (Teste t; p>0,05) (Figura
15A).

Quanto ao grupo de homens os resultaram demonstraram que 0s
percentuais de seccdes histoldgicas de artérias que apresentavam tunica média
integra era maior no grupo de normotensos (84,7 + 19,4) na comparagdo com
hipertensos (56,3 + 41,5) ou vitimas de epistaxe (52,1 = 40,9) (Teste t; p<0,05); o
mesmo resultado ndo foi observado entre as arteriolas do grupo de homens
normotensos (84,7 + 19,4), hipertensos (56,3 £ 41,5) e vitimados pela epistaxe (52,1
+ 40,9) (Teste t; p>0,05) (Figura 15B).

Tabela 8. Percentual de vasos com células justapostas na tlunica média dos vasos da
cavidade nasal posterior de individuos dos sexos feminino e masculino.

Arteriola (%) Artéria (%)
Género
Normotenso Hipertenso Epistaxe | Normotenso Hipertenso Epistaxe

Feminino | 926+10,5 29,7+37,0 750+£250| 905+135 381+415 50,1+499

Masculino| 84,7+19,4 56,3+415 52,1+409 | 73,7+20,3 40,8%+40,5 37,6+4738
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Figura 15. Percentual de secc¢@es histolégicas de vasos (arteriolas e artérias) com tunica
média justaposta para o grupo de mulheres (A) e homens (B), Normotensos (N),
Hipertensos (H) ou Epistaxe (E). Os resultados das comparacdes para o grupo de
mulheres, analisados pelo teste t, mostraram: a) arteriolas ou artérias, N > E (p<0,05); b)
artérias, N > H (p<0,05). Para o grupo de homens os resultados mostraram que N > H > E
para artérias (Teste t; p<0,05). Estéo representados as médias e os desvios padrao.

4.3. AVALIACAO DO TECIDO NERVOSO PRESENTE NA MUCOSA DA
CAVIDADE NASAL POSTERIOR

Para avaliar a presenca de tecido nervoso na mucosa, secc¢oes histologicas
integrais dos espécimes obtidos dos individuos dos grupos normotenso, hipertenso
ou epistaxe foram submetidas a imunohistoquimica com anticorpo monoclonal
S100. Os resultados da contagem por microscopia Optica da quantidade de pontos
acastanhados (S100) numa area equivalente a 66 mm? mostraram que o grupo de
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normotensos apresentaram maior quantidade de imunocomplexos do que o grupo
hipertenso (Teste t, p<0,05), mas ndo do que o grupo epistaxe (Teste t, p>0,05);
nao houve diferencas entre hipertensos ou epistaxe (Teste t, p>0,05) (Figuras 16 e
17).
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Figura 16. Total de marcacao por imunohistoquimica, contagem por microscopia Optica de
pontos acastanhados, para o tecido nervoso numa area equivalente a 66 mm? nas secgées
histologicas integrais dos espécimes obtidos da mucosa da cavidade nasal posterior de
individuos normotensos, hipertensos ou vitimados pela epistaxe. Os resultados analisados
pelo teste t mostraram que o0 grupo normotenso apresentou maior quantidade de
imunomarcacdo na comparacdo com os individuos hipertensos (p<0,05), mas ndo com
aqueles vitimados pela epistaxe (p>0,05); ndo houve diferengas entre os grupos hipertenso
e epistaxe (p>0,05). Estéo representados as médias e 0s desvios padrao.

48



Figura 17. Fotomicrografias de seccdes histolégicas obtidas de individuos dos grupos
normotensos (A), hipertensos (B) e com epistaxe (C) mostrando a marcagdo por
imunohistoquimica com anticorpo monoclonal para a proteina S100. Observar maior
numero de imunomarcacdo em A, na comparagdo com B. Coloracdo de fundo com
Hematoxilina, aumento de 400x em A e 100x em B e C.
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4.4. AVALIACAO DO TECIDO CONJUNTIVO DA MUCOSA DA CAVIDADE
NASAL POSTERIOR
Para o estudo comparativo foram analisados os leucécitos e a matriz

extracelular numa area equivalente a 400 um?, das seccoes histoldgicas resultantes
na secc¢dao integral dos espécimes obtidos dos individuos normotensos, hipertensos
e aqueles vitimados pela epistaxe.

4.4.1. Células residentes e matriz Extracelular

Andlises histologicas de secc¢des da mucosa da cavidade nasal posterior
obtida de individuos demonstraram a mucosa revestida por tecido epitelial
estratificado descontinuo, regido superficial apresentando tecido conjuntivo frouxo

na regiao subepitelial e em torno dos acinos glandulares seromucosos (Figura 18).
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Figura 18. Fotomicrografias de secc¢des histoldégicas da mucosa superficial da cavidade
nasal posterior de individuos normotenso (A), hipertenso (B) e (C) ou vitimado pela epistaxe
(D). Observar a presenca de &acinos glandulares seromucosos envoltos por tecido
conjuntivo frouxo. Coloragdo por Gomori, aumento de 200 vezes.

Na regido profunda observou-se tecido conjuntivo denso ndo modelado
com poucas células migratdrias e maior numero de fibrécitos/area na comparacao
com a regido superficial para o grupo de normotensos e da epistaxe (Teste t,
p<0,05), mas nao para o de hipertensos (Teste t, p>0,05).

A andlise semiquantitativa mostrou que na mucosa superficial houve
reducdo na médiazDP do numero de fibrécitos/fibroblastos para o grupo da epistaxe
(1,8+0,9 céls/400 um?) na comparacdo com o normotenso (3,1+1,6 céls/400 um?),
0 grupo hipertenso (3,1+1,3 céls/400 pm?) nao diferiu do normotenso (Teste t,
p<0,05). Na regido profunda da mucosa a mediana do numero de

fibrocitos/fibroblastos ndo diferiu entre os grupos (Normotenso = 4,7 céls/400 pm?;
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hipertenso = 4,9 céls/400 um?; Epistaxe = 4,5 céls/400 pm?) (Mann-Whitney,
p>0,05) (Fig. 19 A).

De uma forma geral, sem considerar as regides da mucosa, os resultados

mostraram que ndo houve diferengas no numero de fibrocitos/fobroblastos entre os
grupos normotenso (4,0+1,6 céls/400 um?), hipertenso (3,9+2,0 céls/400 um?) ou
epistaxe (3,0£1,7 céls/400 um?) (teste t, p>0,05) (Figura 19 B).
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Figura 19. Nimero de fibrécitos/fibroblastos quantificados numa area de 400 pm?, nas
regides superficial e profunda de secc¢des histolégicas obtidas de individuos normotensos,
hipertensos e com epistaxe. Os resultados mostraram que houve reducdo no nimero de
células no grupo da epistaxe na comparacao com o normotenso (Teste t, p<0,05), mas ndo
houve diferencas entre os grupos na regido profunda da mucosa (p>0,05). Estdo mostradas
as medianas, quartis, valores maximos e minimos.
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4.4.2. Células migratérias

No estudo histopatolégico foram analisadas o perfil das células migratorias
nas duas regides da mucosa da cavidade nasal posterior. Os resultados analisados
pelo teste t para as comparagdes entre 0s grupos mostraram que na superficie da
mucosa houve, na comparagdo com 0 grupo normotenso, um aumento no numero
de macrofagos e linfécitos no grupo de hipertensos (p<0,05), além do menor
namero de linfécitos em comparacao ao grupo de epistaxe (p<0,05) (Figura 20A);
também observou-se maior numero de neutrofilos no grupo de normotensos em
comparacdo a hipertensos na regido profunda da mucosa (p<0,05) (Tabela 9;
Figura 20B)

Tabela 9. Numero de células migratérias na mucosa da cavidade nasal posterior de
seccgoes histoldgicas de individuos dos grupos normotenso, hipertenso e epistaxe.

Mucosa superficial (MédiatDP) Mucosa profunda (MédiatDP)

Normotenso Hipertenso Epistaxe |Normotenso Hipertenso Epistaxe

Neutrofilo 2,9+1,6 3.0+11 3.2+1.6 0,7+0,4 0.3+0.2* 0.3+0.2
Macréfago 1.8+0.5 2.5+0.7* 1.7x0.5 1.5+0.3 1.5+0.6 1.1+0.4
Linfocito 0.2+0.1  0.5%x0.3*  1.4+0.5* 0.2+0.2 0.2+0.3 0.5+0.6

Eosindfilo 3.7+1.3 25+1.3* 0.7£0.7 0.2+0.1 0.4+0.4 0.1+0.1

(*) Valores diferentes do grupo de normotensos
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Figura 20. Numero de leucécitos quantificados numa area de 400 pm?, nas regides
superficial e profunda de seccdes histologicas obtidas de individuos normotensos,
hipertensos e com epistaxe. Os resultados analisados pelo teste t mostraram que na
superficie aumento no nimero de macroéfagos, linfécitos e eosinoéfilos no grupo hipertenso,
na comparagdo com o grupo normotenso (p<0,05) e aumento no ndimero de linfécitos no
grupo epistaxe (p<0,05); também, houve maior nimero de neutréfilos no grupo de
hipertensos na regido profunda da mucosa. Estdo mostradas as medianas, quartis, valores
maximos e minimos.

Quando se considerou integralmente a mucosa os resultados mostraram
gue o grupo da epistaxe apresentou maior médiatDP do numero de linfocitos
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(1,0+0,7 céls/400 um?) na comparacdo com o grupo de normotensos (Linfécito =
0,1+0,2 céls/400 pm?) (Teste t, p<0,05); também se observou menor mediana do
nimero de eosindfilos (0,1 céls/400 pm?) no grupo epistaxe do que para o
normotenso (1,8 céls/400 um?) (Mann-Whitney, p>0,05) (Figura 21).
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Figura 21. Numero de leucécitos quantificados numa area de 400 um?, nas seccdes
histologicas obtidas de individuos normotensos, hipertensos e com epistaxe. Os resultados
mostraram aumento no numero de linfécitos e redugédo no nimero de eosinofilos no grupo
epistaxe na comparag&o como o0 grupo normotenso. Estdo mostradas as medianas, quartis,
valores maximos e minimos.
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5. DISCUSSAO



5.1. Consideracdes sobre a amostra

O estudo foi conduzido com uma amostra de conveniéncia composta, com
excecdo dos individuos submetidos a cirurgia para o tratamento da epistaxe grave,
por cadaveres oriundos de morte recente e encaminhados ao Servigo de Anatomia
Patologica Hospital de Base do Distrito Federal e ao Instituto de Medicina Legal do
Distrito Federal. Estes individuos fizeram parte da ultima instancia de tratamento
meédico especializado numa cadeia de instituicbes de assisténcia a saude a nivel
estadual e nacional, que foram previamente atendidos em outros centros de
atendimento médico e posteriormente referenciados ao Hospital de Base do Distrito
Federal devido a complexidade e gravidade dos seus diagnésticos. Além dos casos
graves de epistaxe, estavam presentes doencas crbnicas como hepatite,
insuficiéncia cardiaca e tumores diversos.

Os dados epidemiolégicos individuais da amostra foram coletados de
prontuéarios e de fichas de atendimento policial ou mesmo em entrevista com o0s
familiares, no entanto, na maioria das vezes informacfes importantes sobre tempo
de comorbidades, medicamentos de uso continuo e outros passados mérbidos nao
foram obtidos pela auséncia de registro; considera-se que seguimentos futuros
deste trabalho possam contornar o viés da auséncia de informatizacdo dos
histéricos de saude dos individuos.

Apesar da falta de detalhamento do histérico de saude, tempo de doenca
ou mesmo a causa da morte foi possivel agrupar os individuos em normotensos
(n=17) ou hipertensos (n=12), também, dado o longo tempo do estudo, foi possivel
inserir o grupo formado por individuos vitimados pela epistaxe grave, sendo também
agrupados em normotensos (n=3) e hipertensos (n=3); estes, foram submetidos ao
tratamento cirargico e, mediante autorizacao prévia, as margens cirargicas foram
ampliadas gerando pequenos fragmentos da mucosa que permitiram avaliar os
tecidos que a compdem.

Assim, nos trés grupos de estudo foi possivel descrever os tecidos que
compdem a mucosa da cavidade nasal posterior e, posteriormente, comparar 0s
resultados para avaliar se a hipertensédo € capaz de causar altera¢des estruturais
na microvasculatura da cavidade nasal posterior.

O estudo teve como foco os tecidos (vascular, epitelial, conjuntivo e
nervoso) presentes na mucosa da cavidade nasal posterior para determinar a

largura e a integridade das tunicas vasculares (intima, média e adventicia), a
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justaposicéo das células das tanicas intima e média, matriz extracelular e células,
fixas e migratdrias, e a presenca ou ndo de terminacdes nervosas associadas a

mucosa.

5.2. Consideracgdes sobre a largura das tunicas vasculares

Esse estudo demonstrou que quando comparado aos grupos de hipertenso
ou epistaxe o grupo de normotensos apresentou menor largura da tunica intima.
Sabe-se que o0 sistema renina-angiotensina participa ativamente na remodelacéo
da parede arterial. A primeira alteracao estrutural deste remodelamento € a ruptura
de fibras elasticas nas camadas intima e média, com a migracdo de células
musculares lisas para o espaco subendotelial que as transforma em células
fibrocitarias ou miofibrocitarias (Castellon e Bogdanova, 2016). Desta forma, nossos
achados apresentam alteracBes vasculares comuns a hipertensdo, porém ainda
nunca descritas em vasos da cavidade nasal. Os espessamentos vasculares
evidenciam o caracter sistémico da hipertensao arterial, sendo o nariz também um
orgao alvo. Castellon e Bogdanova (2016) afirmam que estas alterac6es se devem
a estimulacdo dos receptores da angiotensina Il eleva a producdo de adeséao
celular, permitindo a infiltracdo de mondcitos no endotélio, transformando-os em
macrofagos e subsequentemente em células de gordura, aumentando a largura da

intima arterial.

Na prética clinica o espessamento das tunicas intima e média é identificado
por ultrassonografia de carétidas em pacientes com fatores de risco cardiovascular
com a avaliacdo em conjunto do espessamento intimo-medial e as placas na luz
arterial (Roman et al. 2012). Este € um excelente exame de imagem para avaliar
estenoses carotideas assintométicas ou manifestagées clinicas de doengas cérebro
vasculares. Infelizmente ainda ndo possuimos exames nao invasivos que
demonstrem essas alteracbes em vasos nasais como observamos na artéria
cardtida por ultrasonografia. Talvez em outro seguimento do estudo possamaos criar
critérios de comparacdo entre achados ultrassonograficos do espessamento da
carotida e alteragbes morfométricas dos ramos da artéria esfenopalatina como

forma de prever a fragilidade da vasculatura nasal.

A ocorréncia de placas de ateroma pode causar estenose ou oclusao dos

vasos sanguineos pequenos ou médios ou dos enxertos vasculares. Este quadro
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contribui para o desenvolvimento de muitos disturbios vasculares clinicamente
importantes e bem conhecidos em que o leve estimulo inicial varia de
predominantemente mecanico (por exemplo, reestenose apOs angioplastia) a
predominantemente imunolégico (por exemplo, arteriosclerose do transplante) a
multifatorial (por exemplo, aterosclerose). Os diferentes estagios, ou fases, ou
desenvolvimento de placas de aterosclerose sdo categorizados pela Associacéo
Americana do Coracao (AAC) (Mills 2007). As lesbes sao classificadas em lesdes
recentes (I a lll) e lesdes avancadas (IV a VI). LesOes recentes consistem em
espessamento intimal adaptativo (tipo 1), estrias de gordura com acumulo de
linfécitos T (tipo 1) e espessamento intimal patolégico (tipo lll, ateroma recente). Os
estagios avancados sao fibroateroma (tipo 1V), placas fibroticas ou calcificacéo (tipo
VI) e placas complicadas (tipo VI). Atualmente ha muito interesse no conceito de
placa vulneravel: placas com alto risco de desenvolver trombose sobreposta ou
placa hemorragica. As artérias coronarias de pacientes com infarto do miocardio ou
morte subita cardiaca tém lesdes vulneraveis como um centro espesso de gordura,
capa espessa de fibrose e um processo inflamatério intenso na placa arterial. Este
tipo de lesdo arterial apresenta como evento final do processo inflamatéria a

isquemia do orgdo que irriga.

Os achados de imagem quando sdo uma placa isolada na luz arterial € uma
manifestacdo direta de aterosclerose, enquanto o espessamento intimo-medial
pode ser considerado uma manifestacdo precoce da aterosclerose ou uma
alteracdo isolada da hipertenséo arterial, ndo sendo este um marcador exclusivo de
doenca inflamatéria crénica. Nosso estudo ndo teve como objetivo diferenciar a
origem destes espessamentos arteriais. Mas ficou evidente que os achados do
nosso trabalho reafirmam o caracter sistémico destas doencas e que outras
possiveis doencas inflamatdrias crénicas concomitantes como dislipidemia,
tabagismo ou até mesmo doencas auto-imunes assintomaticas possam estar
sobrepostas aos nossos resultados uma vez que nossos individuos ndo possuiam

notificacdes descritas em prontuarios que as definiam.

A largura da tunica intima de individuos hipertensos e de vitimas de
epistaxe quando analisadas por género sdo maiores do que a dos individuos
normotensos em nosso estudo. Além disso, quando comparamos o percentual de

aumento da largura da intima em relacdo ao género, identifica-se um percentual de
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aumento maior no sexo feminino.

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization
2013) estimaram que a pressao arterial elevada (= 140 mmhg e/ou 290mmhg) foi
causa de 7,5 milhdes de mortes, cerca de 12,8% do total de mortes anuais. Este
o fator de risco mais importante para doenca arterial coronéria e acidente vascular
encefalico isquémico e hemorragico. Em todas as regides da Organizacdo Mundial
de Saude (OMS), homens tém prevaléncia discretamente superior as mulheres,
mas a diferenca foi estatisticamente significante somente em regides das Américas
e Europa. Ao contrdrio do que evidencia a literatura a hipertensdo foi mais
prevalente nas mulheres (53%) do que nos homens (33%) em nossa analise.
Também segundo a Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization
2013) associam-se aos niveis pressoéricos elevados a elevacdo dos niveis
glicémicos acima do normal em 9,7%, o excesso de peso em 51,7%, a obesidade
em 18,8% e a elevacdo anormal do colesterol em 42,8%. Portanto dificilmente
encontra-se individuos com niveis pressoricos elevados como Unica comorbidade,
e sim, varios fatores de risco associados a hipertensdo arterial. Além disso,
acreditamos que esta diferenca na prevaléncia da hipertensdo em nosso estudo se
deva a uma amostra de conveniéncia pertencente ao maior percentual de individuos
masculinos falecidos por trauma (violéncia urbana ou acidentes de transito) e nao

por doencas cronicas.

O estudo de Chen et al. (2016) comparou achados sorolégicos de 834
individuos assintomaticos e com alteracbes no espessamento de carotidas por
ultrassonografia, demonstrando a prevaléncia aumentada da proteina de adeséao
vascular-1 (VAP-1) em mulheres com mais de 40 anos de idade associada ao maior
aumento da tdnica intima; essa é uma molécula de adesdo envolvida na adeséo,
rolagem e transmigracdo de leucdcitos para locais de inflamacédo, sendo muito
importante na patogénese da aterosclerose. Estes resultados se assemelham com
0 nosso estudo quando relacionamos o aumento da largura da tunica intima a
aterosclerose. No entanto, € possivel que outros fatores afetem as camadas
arteriais. A prevaléncia da epistaxe parece ser maior nos homens. No estudo de
Page et al. (2011) entre 219 pacientes internados por epistaxe a maioria foi do sexo
masculino (57%). Também em um estudo prévio do nosso grupo de pesquisa

identificamos a prevaléncia de 64% de homens internados por epistaxe grave
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(Rezende et al. 2009). Apesar do aumento da tunica intima ser expressivamente
maior nos individuos do sexo feminino que sofreram epistaxe nesta pesquisa, ainda
precisamos de maiores evidéncias para atribuir este dado como um fator de risco

na ruptura de artérias nasais posteriores.

Sabe-se também que a ativacdo do sistema nervoso simpatico e do
sistema renina-angiotensina aumenta a angiotensina Il que aumenta a absorcao de
sodio pelo rim aumentando os niveis pressoricos arteriais. Existe evidéncias de que
0 estrogénio pode atenuar a ativagdo do sistema simpatico e do sistema renina-
angiotensina pela reducéo do receptor de angitensina | e consequentemente

reduzindo a angiotensina Il (Muiesan et al. 2016).

Além da hipertensdo € possivel que outras doencas cronicas tenham
afetado os tecidos biolégicos, no entanto, dada a multiplicidade de causas de morte
e comorbidades do grupo de estudo foi impossivel correlacionar outros fatores de
risco. Apesar disso, o trabalho também abrangeu a estrutura de vasos do nariz de
individuos jovens e sem nenhuma doenca crénica, ampliando o estudo comparativo

da microvasculatura nasal por todas as faixas etarias.

A relacdo entre o nivel de pressdo arterial e ocorréncia de epistaxe em
pacientes hipertensos e normotensos € uma questdo polémica na pratica clinica
(Rafflenbeul 2005), no entanto tem sido demonstrada em varios estudos de
admissédo hospitalar de urgéncia (Varshney e Saxena, 2005) apesar de ainda
incerta (Olatoke et al. 2006). A hipertensdo arterial pode determinar alteracdes
estruturais nos vasos nasais semelhante as verificadas no cérebro e na retina
(Secchi et al. 2009), além de determinar o enfraquecimento e a ruptura de vasos
sanguineos com o acumulo de placas de aterosclerose (Celik et al. 2009; Knopfholz
et al. 2009; Theodosis et al. 2009).

5.3. ConsideracOes sobre a integridade/justaposicao endotelial

Os resultados que analisaram a integridade do endotélio vascular
demonstraram que os capilares dos normotensos sdo em percentual mais integros
do que os hipertensos e nos vitimados pela epistaxe. Ndo ha duvidas de que
doencgas cardiovasculares como aterosclerose e hipertensdo afetam funcgéo
endotelial irreversivelmente, contribuindo com  multiplas  desordens

cardiovasculares. Segundo Chistiakov et al. (2015), uma vez rompidas as juncdes
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entre as células endoteliais, inicia-se a migracdo de células do sistema imune
induzindo a inflamacdo vascular. Da mesma forma, a inapropriada ativacéo
endotelial através de Tool Like receptores (TLR) contribui para dano tecidual como
ocorre em doengas autoimunes e inflamatérias como a aterosclerose, hipertenséo,

isquemia e diabetes associadas a doencas cardiovasculares (Salvador et al. 2016).

Os resultados demonstram claramente que o0s hipertensos podem
apresentar lesfes endoteliais em toda cadeia vascular, desde o nivel capilar até o
nivel arterial. Hernanz et al. (2015) afirma que as células endoteliais estdo aptas
para ativar o controle da permeabilidade vascular, coagulacdo, pressao sanguinea
e angiogénese. A ativacdo de receptores endoteliais como o TLR4 pela
angiotensina 1l contribui para a manutencdo da hipertensdo arterial sistémica
atravées de mecanismos de estresse oxidativo e moleculares do tipo MyD88
dependente JNK/NFKB.

N&o se sabe ainda se estes mesmos mecanismos inflamatorios vasculares
poderiam justificar episddios de sangramento nasal. A maioria dos estudos sobre
epistaxe demonstram apenas prevaléncias, correlacdes anatdbmicas e técnicas de
tratamento de urgéncia (Kamhieh e Fox, 2016). A ruptura do endotélio de capilares
mais presente em vitimas de epistaxe e hipertensos pode nos predizer danos
maiores a Orgaos alvos como cérebro, rins, coracdo e possivelmente no nariz,
manifestando-se pela epistaxe. Independentemente de conhecer a origem dos
sangramentos nasais graves, se provém de arteriolas ou artérias, a analise da rede
capilar € um bom preditor da integridade vascular sistémica e pode ser no futuro
parametro para prevencfes de sangramentos nasais graves. Quanto a isso, ficou
demonstrado que os individuos normotensos apresentaram menor percentual de
vasos lesados comparado aos hipertensos e vitimas de epistaxe. Conforme afirma
Gkaliagkousi et al. (2015) a disfuncao endotelial € considerada um evento precoce
na fisiopatologia da hipertensao arterial sistémica e pode contribuir com lesdes em
orgaos alvo e progressiva aterosclerose. Apesar de ndo ser novidade tais
mecanismos moleculares e celulares de lesdo endotelial, ainda ha grande duvida
em como classificar essas alterag6es do ponto de vista clinico para prognostico e
novos alvos terapéuticos. O desenvolvimento de marcadores mais especificos de
lesGes vasculares e de tratamento precoce € o principal foco de estudos atualmente

para a prevencao de eventos complicadores cardiovasculares. Da mesma forma

61



ainda ndo conseguimos prever quais serdo os individuos mais susceptiveis a um

sangramento nasal grave e como prevenir.

O sexo dos individuos tem um impacto importante na gravidade do risco
cardiovascular em animais experimentais (Dasinger e Alexander, 2016). Em
mulheres o inicio precoce da menopausa aumenta o risco de doenca cardiaca e
derrame cerebral, apesar da controvérsia sobre o0s niveis de estradiol neste periodo
da vida. Nossos resultados ndo demonstraram alteracdes significativas entre os

grupos quando comparamos integridade endotelial por género.

5.4. Consideracdes sobre a tinica média

O percentual de integridade da tinica média dos individuos normotensos
foi muito maior em normotensos do que em hipertensos. Sabe-se que em artérias
saudaveis e complacentes, as ondas de pressao geradas pelo ventriculo esquerdo
viajam pela arvore arterial produzindo multiplas medidas pressoricas em diferentes
niveis periféricos do corpo humano. Com a idade, hipertensédo arterial e outros
fatores que aumentam a largura das artérias a parede arterial vai se remodelando.
O tecido elastico substitui o fibroso onde identificamos pontos de desintegracao e
desarranjo das camadas de células musculares lisas. Este mecanismo reflete
diretamente no aumento da pressao sistolica e da sobrecarga ventricular esquerda
(Poredos e Jezovnik, 2015), justificando os achados de maior integridade da tunica

média em individuos normotensos comparados a hipertensos.

A rigidez vascular resulta da fibrose e remodelagem da matrix extracelular
devido ao avanco da idade e agravado pela hipertensdo. Os mecanismos
moleculares envolvidos neste processo incluem a ativacdo e expressao da matriz
da metaloproteinases, ativacao dos fatores de crescimento- B1/ SMAD, aumento da
regulacdo de galectina 3 e ativacdo de moléculas proinflamatérias e profibréticas.
Estes fatores aceleram o remodelamento, a fiborose e aumento da rigidez arterial,
tipica da hipertensédo (Harvey et al. 2016), evidenciando as alteragcbes da tunica

meédia de hipertensos na nossa analise.

Nossos resultados demonstraram que as artérias nos pacientes do sexo
feminino apresentavam-se mais integras nos normotensos quando comparadas as
artérias dos hipertensos e daqueles que sofreram epistaxe. Ja nos pacientes do

sexo masculino foram as arteriolas que demonstraram o mesmo resultado com
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relacdo a integridade.

No cérebro humano a hemorragia primaria do parénquima cerebral tem
como causa subjacente mais comum a hipertenséo arterial. A hemorragia cerebral
€ responsavel por cerca de 15% das mortes de pacientes com hipertens&o cronica.
As anormalidades nas paredes dos vasos causadas pela hipertensdo podem ser
divididas em aterosclerose nas artérias maiores, arterioesclerose hialina nos vasos
menores e n0s casos mais graves em alteracdes proliferativas e necrose franca das
arteriolas. Uma vez que a hipertensao arterial € uma doenca sistémica, infere-se a
possivel correlacdo direta destes mecanismos de alteragbes da integridade da
tunica média de artérias cerebrais com os achados do estudo, artérias nasais.
Porém dizer que tais alterac6es poderiam ser a causa de epistaxe grave naqueles
casos idiopaticos ainda é muito precoce (Kim et al. 2016). A atual andlise é pioneira
na literatura médica e apresenta pequena amostra de casos de epistaxe.
Acreditamos que isto se justificaria pela dificuldade técnica de se isolar os ramos
da artéria esfenopalatina por videoendoscopia nasal e pelo aumento do risco
cirdrgico ao paciente durante um episédio de sangramento nasal. Em nosso servigo
o treinamento acurado e repetitivo da localizacdo da artéria esfenopalatina, aliado
a equipamentos cirargicos adequados, nos permitiu colher as amostras estudadas
sem nenhum dano ou maleficio ao paciente. Recomenda-se o treinamento da
técnica de disseccdo da artéria esfenopalatina em cadaveres e uso de clips de
aneurismas para se isolar segmento arteriais com mais facilidade e eficacia no

tratamento cirdrgico da epistaxe posterior (Rezende et al. 2012).

Observamos também que o estudo de qualquer mucosa livre de regido
nasal posterior nos permite analisar a rede capilar arterial, sendo este um bom
preditor do atual estado da microvasculatura nasal, podendo se tornar até mesmo
uma rotina ambulatorial e definidora de tratamentos preventivos para epistaxe

grave.

A justaposicdo das camadas da tunica média em artérias e arteriolas de
individuos normotensos foi maior do que a dos individuos hipertensos. O mesmo
resultado foi encontrado na analise de artérias de individuos normotensos entre

aqueles que sofrerdo epistaxe.

O fluxo intravascular € rompido em bifurcagcbes ou curvas vasculares,

resultando em maior cisalhamento e aterotrombose na luz endotelial. Propriedades
63



da artéria carotida (ex: angulo de bifurcacdo e raio) estdo associados com a
aterosclerose. Desta forma, quanto mais tortuoso o vaso, maior a sua predisposi¢ao
a aterosclerose e consequente aumento do numero de células adiposas presentes
na camada média arterial. Isso diminui a justaposi¢do das células musculares lisas
e aumenta a fragilidade da parede vascular. Comparada a artéria carétida, a artéria
esfenopalatina também apresenta um trajeto muito tortuoso no nariz (Rezende et
al. 2012). Desde a sua saida do forame esfenopalatino, até a sua distribuicéo entre
as conchas e o septo nasal, sdo varios os acidentes dsseos ao longo do seu trajeto,
propiciando talvez a formacdo de ateromas e a diminuigdo da justaposicao de
células musculares na camada média arterial, mais evidente nos hipertensos em

nosso estudo.

O estudo Chiu e Dunn (2010) demonstra pontos de fragilidade vascular em
artérias nasais posteriores ao se injetar latex sobre alta pressdo (620 mmhg) na
artéria maxilar de cadaveres. Por microscopia, 0s autores demonstraram pontos de
ruptura da parede arterial com formacdes de aneurismas. Afirmam ser este o melhor
modelo experimental da epistaxe grave. O nosso trabalho também demonstra
achados histologicos semelhantes, inclusive figuras de aneurismas. Porém
consideramos que em alguns casos estas lesdes possam ser artefatos de técnica
na producao de laminas, pois os mesmos foram encontrados em pacientes que nao
tiveram epistaxe. De fato, as alteracdes sistémicas da hipertensao e outras doencas
inflamatérias podem ser evidentes em vasos nasais, porém acreditamos que
estudos com uma maior amostragem, melhor técnica de coleta e analise destes

vasos nos elucidaram melhor este modelo de ruptura de vasos nasais posteriores.

A justaposicdo da tanica média nos individuos do sexo feminino foi maior
nas artérias e arteriolas de normotensos comparadas aos individuos que sofreram
epistaxe e nas artérias de normotensos comparadas aos hipertensos. Ja nos
individuos do sexo masculino a justaposicdo da tanica média foi maior nos
normotensos quando comparada individualmente aos hipertensos e aos que

sofreram epistaxe.

As células musculares lisas sdo capazes de desempenhar muitas funcdes,
incluindo vasoconstricdo e dilatacdo, sintese da MEC, fatores de crescimento e
citocinas e proliferacdo. Como elemento celular predominante da média vascular,
as células musculares constituem um importante elemento ndo apenas do processo

64



de reparo vascular normal, como também de processos patoldgicos, como a
aterosclerose; essas células, em resposta a uma lesdo ateromatosa avancada
podem estar envolvidas no processo inflamatorio por induzir a expressao de CD 68
e Mac2 (Rong et al. 2003).

As células musculares lisas que migram da média para a intima perdem
sua capacidade de contracdo, adquirem a capacidade de se dividir e aumentam a
sintese de moléculas da matriz extracelular, sendo o processo frequentemente
denominado desvio do fenétipo contratil para o fenétipo proliferativo sintético (Klatt
et al. 2014). Ocorre um declinio na expressao de genes como a a-actina (Acta@) e
a miosina de cadeia pesada (Myh11l) (Tabas et al. 2015). Estruturalmente, ocorre
diminuicao de filamentos de espessos contendo miosina, bem como um aumento
na quantidade de organelas envolvidas na sintese de proteina, como reticulo
endoplasmatico rugoso e aparelho de Golgi. A lesdo pode induzir uma acentuada
proliferacdo. Embora apenas uma rara célula muscular lisa esteja se dividindo na
parede arterial normal, cerca de 15 a 40% das células sofrem mitose dentro de 48
horas apés lesdo arterial experimental (Harvey et al. 2016). As células musculares
lisas da intima podem retornar a um estado ndo proliferativo quando a camada
endotelial é restabelecida apds lesdo aguda ou quando cessa a estimulacéo

cronica.

O principal fator de risco para o aneurisma dissecante da aorta ou
hematoma intramural € a hipertensdo (75% dos pacientes). Os principais
mecanismos de ruptura arterial adrtica aguda nestes casos sdo uma ulceracédo na
luz intimal vascular que permite penetracdo do sangue até a tlunica média ou a
ruptura da vasa vasorum com a tunica média (Nienaber e Powell, 2012). Ocorre
uma reacdo inflamatéria local que gera a dilatacdo aodrtica e sua consequente
ruptura. Apesar da artéria esfenopalatina ser um vaso de médio calibre, os achados
do nosso estudo demonstram que as alteragbes de justaposicdo das camadas de
células na tunica média se assemelham a lesdes que predispdem a disseccao
aortica. As alteracdes de justaposicao celular da tunica podem se comunicar com
pontos de fissura do endotélio, iniciando o gatilho para a disseccdo das camadas

vasculares e consequente ruptura arterial.

A disseccgédo aortica é mais comum em homens (Nienaber e Powell, 2012)
e talvez nos meses de inverno (Nienaber e Powell, 2012). Da mesma forma existe
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esta predominancia do género masculino e a correlacéo do clima seco e frio nos
casos de epistaxe (Rezende et al. 2009). Acredita-se que durante o clima frio o
aumento da pressao sanguinea ocorre para a manutenc¢do da temperatura corporal,
facilitando os mecanismos que predispdem a disseccdo de vasos sanguineos no
sentido da intima para a adventicia, tanto para a aorta como para 0s vasos nasais.
Ja o ressecamento da mucosa nasal devido a baixas temperaturas e umidade,
justificaria a ruptura de vasos nasais no sentido da mucosa a vasa vasorum e limen
arterial. O atual estudo trata apenas de uma analise morfolégica da
microvasculatura, mas o conjunto de fatores analisados pode nos inferir que este
possa ser um modelo reprodutivel de ruptura de artérias nasais posteriores em

Mmuitos casos.

5.5. Consideracdes sobre o tecido nervoso na mucosa nasal

Os resultados com relacdo a imunomarcacao por S100 das fibras nervosas
demonstrou que 0s normotensos apresentam uma maior quantidade de fibras
nervosas ao longo de toda a mucosa nasal quando comparada aos hipertensos.
Sabe-se que o sistema nervoso autonGmico exerce um importante papel na
regulacdo do tbnus vascular e na producdo de substancias vasoativas, incluindo
ATP, calcitonina relacionada geneticamente com a peptina, dopamina e serotonina.
Por outro lado, o sistema vascular pode produzir espécies reativas de oxigénio, que
em condi¢des patologicas como a aterosclerose e hipertenséo arterial sistémica,
geram a hiperativacdo simpética pré aterogénica, afetando a funcéo vascular pelo
aumento de vasoconstriccdo, acumulo de lipoproteinas modificadas na parede
vascular, inducdo da disfuncdo endotelial, estimulo de estresse oxidativo e
remodelamento vascular (Bruno et al. 2012). Desta forma nossos achados possam
justificar uma menor quantidade de fibras nervosas em hipertensos devido ao maior
remodelamento vascular nesses individuos. A hiperativacdo do sistema nervoso
autonébmico poderia gerar um processo apoptose dessas fibras, devido a
vasoconstricao intensa e hipoxia tecidual, justificando os nossos achados em vasos

nasais de hipertensos.

Na hiperatividade simpética ocorre disfuncdo endotelial (endotelina 1 e
proteina C reativa), aumento nos niveis séricos de noraepinefrina, aterogénese,
principalmente em humanos e camundongos deficientes em apolipoproteina E e

aumento dos niveis séricos de LDL. Todos estes eventos, ligados a ativacéo
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exacerbada dos nervos simpaticos, contribuem para o aumento da mortalidade
cardiovascular em pacientes deprimidos e com transtornos de ansiedade (Lambert
et. 2008). Acreditamos que os individuos que apresentaram epistaxe possam
apresentar um estagio mais avancado de ativacdo neuronal vascular e que também
poderiam apresentar estas doencas, como depressdao e ansiedade, né&o
identificadas neste estudo. Quando analisados a relacdo da quantidade de fibras
nervosas na mucosa nasal dos individuos com epistaxe, acreditamos que estes ja
poderiam estar em uma fase final de um processo lesivo causado por estes
multiplos fatores, perdendo o equilibrio entre a destruicdo de fibras nervosas e a
neoformacdo desse tecido autondémico, justificando a auséncia de diferenca
estatistica entre os outros grupos estudados. O desequilibrio autonémico
enfraqueceria a parede do vaso, rompendo-o. Este poderia ser um modelo
interessante de ruptura de vasos nasais posteriores, porém nossa amostra de
individuos que sofreram epistaxe marcados para avaliacdo do tecido nervoso em
mucosa hasal foi baixa, além de conter mais hipertensos (n=2) do que normotensos
(n=1). Apesar disso, os diferentes efeitos do controle autonémico nervoso nesses

grupos estudados parece ser um dos grandes responsaveis pela ruptura vascular.

5.6. Consideracdes sobre as células inflamatorias e a matriz extracelular

A presenca de maior numero de fibrocitos/area na regido superficial da
mucosa de normotensos versus vitimas de epistaxe pode justificar uma maior
fragilidade da mucosa nasal posterior destes individuos. Sabe-se que os fibrocitos
sdo importantes produtores de fibras colagenas, reticulares e elasticas gerando
maior elasticidade e resisténcia a este tecido contra qualquer fator externo como a
passagem do ar, mudancas de temperatura e invasado de microrganismos (Augusto
et al. 2011). Watelet et al. (2006) afirma que o fibroblasto € protagonista no
remodelamento tecidual nas vias aéreas superiores. Este processo inclui a
hiperplasia epitelial com aumento na deposicdo e degradacdo de matriz
extracelular, aléem do acumulo de proteinas plasmaticas na mucosa nasal. Tais
mudancas podem mudar as funcdes protetivas das vias aéreas superiores, 0
clearence mucociliar e o condicionamento de ar inspirado. E possivel que tais
alteracOes estruturais possam ser o conjunto de processos envolvidos na ruptura
de vasos arteriais em pacientes vitimados por epistaxe, porém o resultado isolado
do aumento do namero de fibroblastos na mucosa nasal dos grupos analisados é
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muito inespecifico para concluirmos sobre de atividades celulares especificas
causadoras do evento clinico. Influéncias genéticas, exposicoes fetais e eventos na
primeira infancia podem contribuir com estas mudancas estruturais nas vias aéreas
superiores, como por exemplo, a fibrose subepitelial precoce (Vignola et al. 2003),
porém a correlacdo de causa e efeito destas transformacfes nas vias aéreas

superiores necessitam de analises mais complexas e controladas.

Normalmente as regibes mais posteriores do nariz apresentam uma
espessura menor da membrana basal para um melhor funcionamento do epitélio
pseudoestratificado. Consequentemente um maior nimero de células inflamatorias
estdo presentes no espaco subepitelial para equilibrar a protecao tecidual (Augusto
et al. 2011). Porém a presenca de maior quantidade de células migratorias no
espaco subepitelial de individuos com epistaxe comparado com normotensos nos
permite imaginar uma maior atividade de degradacdo de MEC, o que fragilizaria a
mucosa nasal adjacente. Em outras palavras, um maior catabolismo destes
fibroblastos poderia ser o principal mecanismo de fragilizacdo tecidual, justificando

eventuais rupturas de vasos sanguineos.

As sequéncias de mudancas teciduais durante a cicatrizacdo da mucosa
respiratoria alta depois de cirurgias podem ilustrar a complexidade do modelamento
tecidual e ser uma importante fonte de informacdo da complexa relagéo entre as
reacles inflamatdrias, danos subsequentes dos tecidos e do metabolismo dos
fibroblastos nas vias aéreas superiores (Tabaee et al. 2007). Recentemente foi
demonstrado que pacientes com reacdo de cicatrizacdo baixa depois de uma
cirurgia sinusal, apresentam mais edema ou fibrose quando comparados com
pacientes com boa cicatriza¢do, além de um aumento importante na quantidade de
matriz de metalanoproteinase em secrec¢des nasais e tecidos conectivos (Watelet
et al. 2006). Para os Otorrinolaringologistas seria muito interessante poder
classificar 0os seus pacientes antes de qualquer procedimento cirirgico em variados
niveis de capacidade de cicatrizacdo ou risco de sangramento. Atualmente apenas
os testes de coagulacdo sorologicos normais (tempos de protrombina e
tromboplastina parcial ativada) ndo sdo uma garantia de um procedimento cirdrgico
tranquilo e sem riscos de epistaxe no pés-operatério. Apesar do estudo da mucosa
nasal por bidpsia para a avaliacdo de parametros ligados a quantidade e atividade

de fibroblastos ndo ser um teste pratico e rapido, talvez seja esta uma excelente
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referéncia para selecionar individuos mais propensos a complicacdes cirargicas por
sangramentos ou até mesmo para identificar alteracdes estruturais na mucosa de
vitmias de epistaxe idiopatica. Os parametros a serem utilizados poderiam ser os
mesmos adotados neste estudo como a quantificacdo de fibroblastos e todas as

células inflamatoérias.

Na asma, € bem aceito que em adicédo a inflamacéo classica, mudancas
estruturais estdo sempre presentes nas vias aéreas e incluem ruptura epitelial e
hiperplasia de globet cells, hipertrofia de glandulas mucosas, aumento da deposi¢céo
de colageno, transformacé@o de miofibroblastos, aumento do deposito de matrix
protéica, hipertrofia de musculos lisos e hiperplasia e aumento do namero de
colageno IV em vasos sanguineos (Vignola et al. 2003). Em que pese 0 processo
de remodelamento ser conservado, este se apresenta aumentado e complexo
inflamacéo oriunda de causas alérgicas (Howarth et al. 1999). Na rinite alérgica, o
remodelamento nasal pode existir, mas quando na associacéo da rinite com a asma
este é muito menor do que nos brénquios dos asmaticos (Watelet et al. 2006). Uma
possivel explicacao para isso é a origem embrionaria dos érgdos que compdem o
sistema respiratério. Infelizmente ndo podemos realizar comparacdes sobre
doencas de atividade inflamatoria alérgica pela dificuldade de colher estas
informacBes em servicos de verificagcdo de Obitos. Porém acreditamos que isto
pouco poderia influenciar na predisposi¢ao ao sangramento nasal posterior, pois 0s
achados clinicos nao evidenciam a associacdo da alergia com a predisposicéo a

epistaxe grave.

Os pacientes com epistaxe podem apresentar desordens do
remodelamento da MEC, porém precisamos de maiores comparacfes e
demonstracdes em futuros estudos para padronizarmos estas alteracdes
histoldgicas e inferirmos com maiores evidéncias as suas correlacdes clinicas. Sao
bem classicos os modelos de estudos como os de Tabaee et al (2007) que
demonstram o efeito citotéxico dose dependente da mitomicina C em fibroblastos
humanos de mucosa nasal cultivados. Este autor firma que altas doses (0,4 mg/
mL) e exposi¢cBes longas a mitomicina C resultam em grandes niveis de supresséo
de crescimento celular. Talvez este modelo de cultivo da mucosa nasal sirva para
novas analises comparativas das atividades fibroblastos e de seus derivados

moleculares (TNF, metalanoproteinases, leucotrienos e outros). A criacdo de
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parametros de hiperatividade e supresséo da atividade de fibroblastos na mucosa
nasal talvez possam demonstrar caminhos para definirmos o que rompe vasos

nasais posteriores.

O achado de maior nimero de macréfagos e linfécitos na mucosa
superficial nasal de hipertensos comparados a normotensos nos leva a pensar no
remodelamento nasal fisiol6gico. Este € um processo dindmico de deposicéo e
degradacdo de matriz extracelular em resposta a um trauma, como a passagem
continua do ar nas vias aéreas, levando a reconstrucao do tecido danificado, que é
muito importante no processo de cicatrizacao (Vignola et al. 2003). As principais
caracteristicas histolégicas do redomelamento séo: infiltracdo por macréfagos e
linfocitos; proliferacdo de fibroblastos, que podem assumir a forma de
miofibroblastos; angiogénese; aumento do tecido conectivo (fibrose) e destruicéo
tissular. Na asma, este mecanismo associado a doenca inflamatéria crénica € bem
descrito e mais recentemente na rinite alérgica (Watelet et al. 2006). Com relacao
aos hipertensos ainda ndo existem relatos especificos destas transformacdes na
mucosa nasal. Mas ndo ha duvidas de que a lesdo vascular hipertensiva também
gera alteracdes na matriz extracelular, com multiplicagdo de células musculares
lisas e do endotélio vascular (Sidney et al. 2014), porém segundo os achados do
nosso estudo esta atividade inflamatéria na mucosa nasal superficial € mais intensa

NOS normotensos.

Esta variacdo de células inflamatdrias entre normotensos e hipertensos
pode também estar envolvida diretamente com a viabilidade da cavidade nasal. A
funcdo do nariz de condicionamento do ar respirado (aguecimento, filtracdo e
umidificacdo) pode se apresentar mais eficaz em individuos normotensos. Os vasos
sanguineos de hipertensos, pela propria fisiopatologia da doenca, podem se
apresentar mais insuficientes por espessamentos intimais e da camada média,
calcificagbes e fibroses alterando todo o funcionamento de migracdo de células

inflamatorias, justificando o nosso resultado.

A resposta adaptativa imune de linfocitos T e B é de grande importancia
para a aterosclerose. Seus principais mediadores desta inflamag&o sdo os Thi,
sendo ainda incerta a participacao de Th2, Th9, Th17 e Th22. Estas células T estédo

presentes na placa de ateroma de forma heterogénea, sugerindo uma plasticidade
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importante no seu fendétipo dependente do local ou do estimulo de ativacao/bloqueio
(Chistiakov et al. 2015).

O maior numero de mondcitos/macréfagos na hipertensdo observada
nesse estudo pode estar relacionado ao aumento da intima nesse grupo. O influxo
quimiotaxico de mondcitos medulares é induzido pela ativagcado endotelial em lesdes
recentes como aquelas iniciadas pelo acumulo de lipoproteinas e pequenas
alteracdes endoteliais. Sabe-se que os mondécitos/macréfagos sao fundamentais no
processo de aterosclerose, pois além de estar envolvidos na resposta inflamatoria,
acumulam e internalizam lipoproteinas subendoteliais, que podem ser nativas,
modificadas pela oxidacdo ou agregadas. Certas subpopulacdes de macrofagos
lesionais iniciam a inflamacéo, como o fendtipo M1-like que rapidamente ativa o
endotélio e posteriormente lidera o recrutamento de mondcitos. O exato mecanismo
de ativagdo de mondcitos ainda ndo foi totalmente explorado, mas lipoproteinas
modificadas e outras moléculas alteradas podem ativar a sinalizacdo inflamatoria,
como receptores toll-like e receptores de ligacdo de nucleotideos oligomerizados
(Robbins et al. 2013). Além disso o colesterol pode se acumular na membrana
plasmatica, aumentando a sinalizacdo do processo inflamatério alterado por
propriedades da membrana. Os subtipos de lesGes ateroscleréticas podem causar
alteracdes eventos trombo vasculares agudos caracterizados por extensas areas
de necrose, inflamagdo continuada e espessamento da tdnica intima. O
espessamento da placa ocorre por secrecdo de matrix de metaloproteinases,
embora isso ainda néo tenha sido provado in vivo porque modelos de camundongos
na aterosclerose ndo imitaram o tipo de ruptura de placas como ocorre em humanos
(Tabas et al. 2015).

Estudos com colecbes de tecidos de aneurismas humanos colhidos
durante cirurgias tem evidenciado a presenca de linfécitos na geracdo de
aneurismas intracranianos (Sawer et al. 2015). Em nossa analise, observamos que
o namero de linfécitos é maior na totalidade da mucosa nasal de vitimas de epistaxe
gquando comparada a de individuos normotensos, exceto quando comparamos
achados da mucosa nasal superficial onde prevaleceu uma maior quantidade de
linfécitos em individuos normotensos. Ndo podemos afirmar que as rupturas de
vasos nasais posteriores apresentam o mesmo mecanismo de ruptura associado

ao aneurisma intracraniano mas o modelo de fragilidade da parede de vasos
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parecer ser semelhante. O processo inflamatorio nas camadas arteriais € bem
evidente na formacdo de aneurismas (Sawer et al. 2015) e a caracteristica da
atividade inflamatdria nos individuos vitimados por epistaxe nos leva a analisar
melhor esta hipétese ao mecanismo de ruptura arterial nasal. Frésen et al. (2004)
demonstrou em um estudo comparativo de aneurismas rotos e néo rotos que um
grande numero de linfécitos esta associado com aneurismas rotos e Kosierkiewicz
et al. (1994) demonstrou que estas células estdo preferencialmente localizadas ao
redor das areas de ruptura. Apesar do nosso estudo trazer apenas uma pequena
evidéncia deste mecanismo inflamatério na génese da epistaxe grave a presenca
de linfécitos em maior quantidade na mucosa nasal profunda de vitimas de epistaxe
no leva a imaginar que esta atividade celular possa estar ligada a aterosclerose. Da
mesma forma, pouco se sabe também sobre quais o sub-tipos de linfécitos podem
estar presentes ou qual seria o papel dos mesmos nos aneurismas. Efeitos
importantes tem sido atribuido aos linfocitos T CD4 + helper, aos T regulatorios e a
subpopulacao de células B (B1 and B2) na doenca ateroscleroética, e sua potencial
contribuicdo para os aneurismas intracranianos. Infelizmente nao realizamos a
diferenciacdo dos subtipos de linfécitos para sugerirmos alguma correlacao
especifica aos subtipos de linfécitos, mas no futuro podera ser uma nova linha de

analise da mucosa nasal e sua correlacdo com a epistaxe.

Na mucosa nasal profunda a presenca de mais neutréfilos em normotensos
comparado aos hipertensos pode estar relacionado a uma melhor ativacdo do
sistema imunologico de defesa aguda e melhor reparo na renovagdo e
remodelamento da mucosa nasal desses individuos. Os neutrofilos séo as primeiras
células circulantes a alcancar feridas logo apds injurias ou traumas cirargicos. Uma
vez ja nesses tecidos estas células sdo a primeira linha de defesa, atuam na
esterelizacdo das feridas com secrecdo de peptideos antibidticos, secretam
enzimas proteoliticas e ativam de derivados do oxigénio para a cicatrizacdo de
feridas (Watelet et al. 2015).

Um estudo recente descreveu o mecanismo geral de quimiotaxia
neutrofilica e a funcdo de neutréfilos em tecidos inflamados cronicamente ou em
locais de mucosa traumatizada, revelando que este tipo celular pode sobreviver em
tecidos humanos por até 5 dias, ao contrario de antigos trabalhos que demonstram

sua sobrevida de no maximo 8 horas em experimentos com camundongos
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(Kolaczkowska et al. 2013). Isto pode demonstrar que os neutroéfilos encontrados
na mucosa nasal profunda podem fazer parte do mecanismo ativo de defesa das
vias aéreas de forma mais continua e ndo somente quanto recrutado na vigéncia

de infec¢Bes ou traumatismos da mucosa nasal.

Muitas condi¢cdes podem afetar a presenca de neutréfilos durante a
cicatrizacdo de feridas. A idade do individuo pode interferir na dinamica das fases
inflamatorias, tendo impacto no recrutamento de macrofagos, no clearence
bacteriano e no fechamento de feridas. Além disso mudancgas no recrutamento de
neutrofilos induzidas por infec¢ao sistémica ou por diabetes pode alterar ambos os
processos de inflamacéo e proliferacéo a distancia (Ochoa et al. 2007). Desta forma
a hipertensao também poderia estar correlacionada com a diminuicédo da atividade

desta célula no nariz conforme os nos achados.

Os neutrofilos podem participar tanto na reparacdo de tecidos quanto na
destruicdo dos mesmos. Um estudo que analisou a migracéo de neutrdfilos induzida
por epinefrina ocorre principalmente por mecanismos induzidos por IL 6, porém o
envolvimento destas células na reparacdo de eventos em vias aéreas superiores é
muito mais complexo devido a amplificacdo sistémica de outros mecanismos de
defesa com as TGF-b, TNG-a, IL-1b, L-3, IL-6, IL-8 e GM-CSF.

5.7. Consideracdes sobre os tecidos associados a microvasculatura

As células endoteliais juntamente com musculares lisas constituem o0s
principais componentes celulares das paredes dos vasos sanguineos em
associacao com as células do sistema imunitario. Ambas desempenham importante
papel nas patologias vasculares. Na aterosclerose por exemplo os linfécitos B e T,
associados as células dendriticas estdo envolvidos na maturacdo de placas
gerando um processo inflamatério cronico persistente. Ja os neutréfilos tém atencéo
limitada em estudos sobre os mecanismos de lesédo vascular, porém trabalhos
recentes tém demonstrado uma correlacao direta com a contagem de neutrofilos no
sangue e na morbidade e mortalidade por doencas cardiovasculares (Pende et al.
2016).

O endotélio vascular forma uma monocamada que reveste todo o sistema
vascular, sendo sua integridade estrutural e funcional o requisito fundamental para

a manutencdo da homeostasia da parede do vaso e da funcéo circulatoria. Além de
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revestir o sistema circulatorio, o endotélio vascular atua como membrana semi
impermeavel, controlando a transferéncia de moléculas pequenas e grandes na
parede arterial, capilares e vénulas, mantém a interface sangue tecido nao
trombogénica ao regular a trombose, trombdlise e aderéncia de plaquetas, modula
o ténus vascular e o fluxo sanguineo, metaboliza hormdnios, regula reacdes
imunologicas e inflamatérias, em grande parte ao controlar interacdes leucocitarias
com a parede do vaso, modifica as lipoproteinas na parede das artérias e regula o

crescimento de outros tipos celulares, principalmente células musculares lisas.

A ativagdo endotelial estd sendo considerada como um processo critico na
patogenia das doencas vasculares, visto que é induzida por estimulos que
reconhecidamente contribuem para a leséo vascular, resultando em respostas que
influenciam a iniciacdo e evolucao de lesdes vasculares (Harvey et al. 2016). Os
indutores da ativacdo endotelial incluem citocinas e produtos bacterianos, que
causam lesédo inflamatdria e choque séptico; estresses hemodinamicos e produtos
lipidicos, criticos para a patogenia da aterosclerose; produtos terminais de
glicosilagdo avancgada, importante no diabetes, bem como virus e componentes de
hipoxia. Por sua vez as células endoteliais ativadas elaboram moléculas de adeséo,
outras citocinas e quimiocinas, fatores de crescimento, moléculas vasoativas que
resultam em vasoconstriccdo ou em vasodilatagcdo, moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade, pr6 coagulantes e anticoagulantes, bem como
uma variedade de outros produtos génicos com atividade biolégica (Su 2015).

A capacidade do corpo de substituir células lesadas ou mortas e de
proceder ao reparo dos tecidos apds inflamacéo é critica para a sobrevivéncia. Uma
variedade de agentes lesivos - a0 mesmo tempo que provocam dano no interior da
célula- disparam uma série de eventos que servem ndo apenas para conter a lesao,
mas também para preparar as células que nédo foram letalmente danificadas para a
replicacdo necesséria a substituicdo das células mortas. Logo, em condi¢des de
les&o tecidual/inflamacéo, células mesenquimais ou mesmo células diferenciadas
como os fibroblastos, células endoteliais e células musculares lisas proliferam
amplamente, constituindo a resposta do tecido conjuntivo a inflamacdo, em que
uma matriz extracelular (MEC) é secretada localmente e organiza-se numa rede
nos espagos que circundam as células, fornecendo um substrato para a aderéncia,

migracao e proliferacdo das células, podendo influenciar diretamente na forma e
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funcao das células.

De forma geral, o crescimento, a diferenciacdo celular e a reparacao
tecidual envolvem a integracéo celular de multiplos sinais que derivam dos fatores
de crescimento polipeptidicos, citocinas e inibidores do crescimento. Outros
originam-se de componentes da MEC e prosseguem através de vias de sinalizacao
integrina-dependentes. Embora vias exclusivas possam ser ativadas por tipos
especificos de receptores, a comunicagao entre os sistemas de sinalizacao integra

0s sinais que controlam a proliferacdo de células e outros eventos celulares.

A medida que progride o processo de reparo, o nimero de células
endoteliais proliferantes e fibroblastos diminui. Embora fibroblastos sejam
encontrados em abundancia nas vias aéreas, existem poucos dados na literatura
sobre a sua quantidade nas doencgas nasais, seus fendtipos especificos e suas
acOes nas vias aéreas superiores. Estas células orquestram uma continua
producao e degradacdo de MEC. Além de suas funcdes essenciais na producéo de
MEC, elas podem também agir como enzimas produtoras, ativadores e

moduladores pro6 inflamatoérios da resposta imune.
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6. CONCLUSAO



Os resultados obtidos nesse estudo permitem as seguintes conclusoes:

e Que no grupo normotenso houve diminuicdo na largura da tdnica intima de
arteriolas e artérias de pequeno calibre, na comparacdo com individuos

hipertensos;

¢ Que na hipertenséo ou na epistaxe, ndo houve diferencas na largura das tunicas

meédia e adventicia na comparacdo com o grupo de normotensos;

e Que na comparagdo com 0s normotensos o grupo de mulheres hipertensas ou
vitimadas pela epistaxe apresentaram a largura da tunica intima 528% ou 269%
maior, respectivamente, enquanto que para o grupo de homens a largura da intima

foi 160% maior nos hipertensos e de 180% maior na epistaxe;

¢ Que individuos hipertensos, com ou sem epistaxe, apresentaram maior largura
da tdnica intima na comparacdo com 0s normotensos e que, dentre os individuos
vitimados pela epistaxe, os hipertensos exibiam as maiores larguras da tanica

intima;

e Que o percentual de seccbes histologicas que exibiam endotélio
integros/justapostos, em capilares, arteriolas e artérias, foi maior no grupo

normotenso do que nos grupos hipertenso ou epistaxe;

e Que o percentual de seccdes histolégicas que exibiam integridade na tlnica
média de arteriolas e artérias foi maior no grupo normotenso do que no grupo

hipertenso;

e Que o percentual de seccdes histoldgicas que exibiam células musculares
justapostas foi maior para as arteriolas e artérias dos individuos normotensos do

gue para os hipertensos ou para a epistaxe;

¢ Que nas seccdes histologicas do grupo de normotensos foi identificada maior
guantidade de imunomarcagé&o para o tecido nervoso do que para os hipertensos,
mas néo houve diferengas quando comparado ao grupo com epistaxe, tampouco

houve diferencas entre hipertensos ou epistaxe;

77



¢ Que ndo houve diferengcas no numero de fibrocitos/fibroblastos entre os trés
grupos (normotenso, hipertenso ou epistaxe) na mucosa profunda, mas nos
individuos vitimados pela epistaxe o numero de fibroblastos foi menor quando

com parado aos normotensos.

e Que na comparagdo com 0s normotensos a mucosa superficial dos hipertensos
exibiu maior nimero de macrofagos e linfécitos e menor de eosindéfilos, enquanto

gue na mucosa profunda foi observado menor numero de neutrofilos;

e Que quando comparado aos normotensos, 0 grupo vitimado pela epistaxe

apresentou maior numero de linfocitos na regido superficial da mucosa.

Em conjunto, os resultados das analises morfolégicas mostraram que 0s
individuos com histérico de hipertensédo arterial sistémica apresentaram maior
quantidade de alterac¢des estruturais na microvasculatura (tinica intima e média) e
nos tecidos conjuntivo e nervoso, sugestivas de risco para a ruptura vascular na
cavidade nasal posterior, como observado para os individuos hipertensos vitimados
pela epistaxe.

Considerando que no grupo da epistaxe foi identificado individuos com e sem
histérico de hipertensao, sugere-se aumentar o numero de individuos com epistaxe
para identificar se o tempo de hipertensédo favorece a ruptura vascular e para
identificar outros fatores de risco, como infeccdes, afeccdes, alteracdes do sistema

imunitério, alergias ou mesmo fatores ambientais relacionados a baixa umidade.
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7. LIMITACOES E PERSPECTIVAS



As limitacdes do nosso estudo foram:

A dificuldade de coleta de amostras de individuos que foram vitimas de epistaxe
devido ao consentimento dos mesmos em participar do estudo;

O dificil acesso ao servico de verificacdo de Obitos e ao Instituto de Medicina
Legal do Distrito Federal;

A disponibilidade do pesquisador de ir ao pronto socorro a qualquer momento
para participar da cirurgia de urgéncia ou de ir aos servi¢cos de verificagdo de
Obito com todo o equipamento de videoendoscopia nasal;

As amostras no inicio da pesquisa eram muitas vezes descartadas devido a
inabilidade técnica e falta de instrumental adequado para se retirar um segmento
arterial integro. Muitas vezes também, a gravidade do quadro de perda
sanguinea das vitimas de epistaxe ndo permitia a coleta do segmento arterial,
priorizando-se sempre a vida do paciente;

A dificuldade de se encontrar dados clinicos completos em prontuarios e com
familiares dos individuos. Dados como morbidades pregressas, habitos e tempo
de vida com hipertensdo arterial talvez poderiam elucidar melhor nossos

resultados;

Como perspectivas o estudo apontou para:

Novas parcerias diretas com servi¢os de verificacdo de 6bito para facilidade ao
acesso;

Buscar melhores equipamentos de videoendoscopia e melhores instrumentais
de disseccéo;

Diminuir o tempo para a coleta de amostras apds a morte para garantir que 0s
tecidos mantenham sua estrutura e sem processo de autélise;

A informatizag&o dos prontuarios nos trardo informag¢des mais completas sobre
o0 historico clinico dos individuos para maiores correlacdes clinico-histologicas;
Avaliar marcadores soroldgicos para correlacionar outros fatores associados a
alteracOes estruturais dos vasos;

Aumentar o numero de amostras para permitir correlacionar as alteracdes

estruturais nos vasos com a hipertenséo arterial sistémica.
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ANEXO 1

GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL
/ SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
\ Fundacao de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude GDF

£ ,

n—:x' = ar Prwve ¢ Frsavine
Ed e e Vvt

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Carta N 210/2012 - CEP/FEPECS. Brasilia, 09 de julho de 2012.

lim° (a) Senhor(a)

DIRETOR(a) do(a): HOSPITAL DE BASE DO DISTRITO FEDERAL (com vistas a
Chefia da Unidade de Otorrinolaringologia) — SES/DF

Assunto: aprovacao do projeto de pesquisa — 152/2012 - CEP/SES/DF
Senhor(a) Diretor(a),

Participamos a V. Sa. que o projeto IRRIGAGAO DA CAVIDADE NASAL:
ESTUDO DA MORFOLOGIA DA ARTERIA ESFENOPALATINA PARA A
IDENTIFICACAO DE FATORES PREDITIVOS DA EPISTAXE encontra-se em
conformidade com a Resolugao 196/96 Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saude
- CNS/MS e suas complementares.

Data da aprovagao: 09/07/2012
Validade do parecer: 09/07/2014

Pesquisador responsavel e telefone: GUSTAVO LARA REZENDE - (61) 8119-5444

Os dados serdo coletados na SES-DF e o pesquisador devera observar as
responsabilidades que |he sao atribuidas na Resolugao 196/96 CNS/MS, incisos IX.1 e
IX.2, em relacdo ao desenvolvimento do projeto, bem como a responsabilidade de
acompanhar a coleta de dados junto aos demais pesquisadores do projeto.

Ressaltamos que a conduta do pesquisador, assim como o seu acesso a Unidade
de Salde deve seguir as normas e os procedimentos preconizados pela Secretaria de
Estado de Salude do Distrito Federal. O pesquisador deve se apresentar ao Diretor da
Unidade de Saude para os procedimentos administrativos necessarios.

o ,
MAri/tha arvalho Garbi Novaes

Comifé de Etica em Pesquisa/FEPECS i
Coordenadora

ALFEPECS/ISES-DF

Fundegdo de Ensino & Pesgunsa em Cidicias do Sadde - SES
Camiéd de Edica evn Pesquisa
FoneFax. 33254955 - eamall cepsesdisaude o .gov. by
SMHN ~ Q. 507 - Bloco "A" — BrasiVe-0F —- CEP. 70.770-907
BRASILIA - PATRIMONIO CUL TURAL DA HUMANIDADE
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ANEXO 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

O Senhor (a) (ID: ) esta sendo
convidado(a) a participar do projeto: “Irrigagdo da cavidade nasal: estudo da morfologia da
artéria esfenopalatina para a identifiacagdo de fatores preditivos da epistaxe”. O nosso
objetivo é de colher uma artéria do seu nariz e fazer um estudo para descobrir como ocorre
0 sangramento nasal nos seres humanos.

O (a) senhor (a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da
pesquisa e Ihe asseguramos que o seu nome ndo aparecerd e ndo sera divulgado em nenhum
momento da pesquisa, sendo mantido o mais rigoroso sigilo atraves da omissdo total de
quaisquer informacdes que permitam identifica-lo (a).

Sua participacdo sera apenas em concordar com a realizacdo da biopsia de uma
artéria nasal durante o tratamento cirtrgico para o controle do sangramento nasal sob
videoendoscopia nasal, ndo lhe causando nenhuma outra complicacdo ou deformidade
estética. Serd realizada no Centro Cirlrgico do Hospital de Base do Distrito Federal.
Informamos que o Senhor (a) pode se recusar a responder qualquer questdo que lhe traga
constrangimento podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer momento sem
nenhum prejuizo para o senhor (a) no seu entendimento. Os resultados da pesquisa serdo
divulgados no Hospital de Base do Distrito Federal (HBDF), podendo inclusive ser publicado
em revistas médicas posteriormente. O seu consentimento serd importante para o avanco da
ciéncia e da pesquisa no seu pais, podendo algum dia contribuir para o tratamento de outros
pacientes necessitados. Os dados e materiais utilizados na pesquisa ficardo sobre a guarda
do Setor de Otorrinolaringologia do HBDF-ORL.

Se 0 Senhor(a) tiver qualquer duvida em relacao a pesquisa, por favor telefone para:
- Dr. Gustavo Lara Rezende
- telefone: (61)3315-1292, horario de 08:00 as 11:00 terca-feira.

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de Estado
da Saude do Distrito Federal. Qualquer ddvida com relacdo a assinatura do TCLE ou o0s
direitos do sujeito da pesquisa, podem ser obtidos através do telefone: (61) 3325-4955.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador
responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.

Paciente/ Assinatura

Pesquisador Responsavel
Brasilia, de de
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ANEXO 3

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

O Senhor (a) (1D: ), familiar e responséavel
pelo falecido Sr (a) (ID: ), esta sendo convidado(a)
a participar do projeto: “Irriga¢ao da cavidade nasal: estudo da morfologia da artéria
esfenopalatina para a identifiacacao de fatores preditivos da epistaxe”. O nosso objetivo
é de colher um fragmento da sua mucosa do nariz do paciente falecido e fazer um estudo
para descobrir como ocorre o sangramento nasal nos seres humanos.

O (a) senhor (a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da
pesquisa e lhe asseguramos que o seu nome e do paciente falecido ndo aparecera e ndo sera
divulgado em nenhum momento da pesquisa, sendo mantido o mais rigoroso sigilo atraves
da omissdo total de quaisquer informacdes que permitam identifica-lo (a).

Sua participacdo sera apenas em concordar com a realizacéo da bidpsia da mucosa do
nariz do paciente falecido sob videoendoscopia nasal, ndo causando nenhuma deformidade
estética no corpo do falecido. Sera realizada no setor de Anatomia Patol6gica ou Centro
cirurgico do Hospital de Base ou de qualquer ou hospital da rede de satde do Distrito Federal.
Informamos que o Senhor (a) pode se recusar a responder qualquer questdo que lhe traga
constrangimento, podendo desistir de que o paciente falecido participe da pesquisa em
qualgquer momento sem nenhum prejuizo para o senhor (@) no seu entendimento. Os
resultados da pesquisa serdo divulgados no Hospital de Base do Distrito Federal (HBDF),
podendo inclusive ser publicado em revistas médicas posteriormente. Os dados e materiais
utilizados na pesquisa ficardo sobre a guarda do Setor de Otorrinolaringologia do HBDF-
ORL.

Se o Senhor(a) tiver qualquer duvida em relacdo a pesquisa, por favor telefone para:
- Dr. Gustavo Lara Rezende
- telefone: (61)3315-1292, nas quinta-feiras, no horario de 14:00 as 16:00

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de Estado
da Saude do Distrito Federal. Qualquer ddvida com relacdo a assinatura do TCLE ou os
direitos do sujeito da pesquisa, podem ser obtidos através do telefone: (61) 3325-4955.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador
responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.

Paciente/ Assinatura

Pesquisador Responsavel
Brasilia, de de
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ANEXO 4

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

O Senhor (a) (ID: ;
parentesco: ), familiar e responsavel pelo falecido Sr (a)
(ID: ), esta sendo convidado(a) a participar do

projeto: “Irrigacdo da cavidade nasal: estudo da morfologia da artéria esfenopalatina
para a identificacdo de fatores preditivos da epistaxe”. O nosso objetivo é colher
fragmentos da mucosa do nariz do paciente falecido e fazer um estudo para descobrir como
ocorre 0 sangramento nasal nos seres humanos.
O (a) senhor (a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da
pesquisa e Ihe asseguramos que o seu nome e do paciente falecido ndo aparecera e nao
sera divulgado em nenhum momento da pesquisa, sendo mantido o mais rigoroso sigilo
através da omissdo total de quaisquer informacdes que permitam identifica-lo (a).

Sua participacdo sera apenas em concordar com a realizacéo da bidpsia da mucosa do
nariz do paciente falecido sob videoendoscopia nasal, ndo causando nenhuma deformidade
estética no corpo do falecido. Sera realizada no Instituto Médico Legal ou setor de Anatomia
Patologica de qualquer hospital da rede de saide do Distrito Federal. Informamos que o
Senhor (a) pode se recusar a responder qualquer questdo que lhe traga constrangimento,
podendo desistir de que o paciente falecido participe da pesquisa em qualquer momento sem
nenhum prejuizo para o senhor (a) no seu entendimento. Os resultados da pesquisa serdo
divulgados no Centro de estudos do setor de Otorrinolaringologia do Hospital de Base do DF
(HBDF), podendo inclusive ser publicado em revistas médicas posteriormente. Os dados e
materiais utilizados na pesquisa ficardo sobre a guarda do pesquisador e do Centro de estudos
do setor de Otorrinolaringologia do HBDF.

Se 0 Senhor(a) tiver qualquer duvida em relacdo a pesquisa, por favor telefone para:
- Dr. Gustavo Lara Rezende
- telefone: (61)3315-1292, nas tercas-feiras, no horéario de 13:00 as 17:00.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de Estado
da Saude do Distrito Federal. Qualquer ddvida com relacdo a assinatura do TCLE ou o0s
direitos do sujeito da pesquisa, podem ser obtidos através do telefone: (61) 3325-4955
(Comité de Etica em Pesquisa da SESDF).

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador
responsavel e a outra com o responsavel pelo paciente.

Responsavel/ Assinatura + numero de identidade ou CPF.

Pesquisador Responsavel
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ANEXO 5

1k b

MINISTERIO PUBLICO DA UNIAO
MINISTERIO PUBLICO DO DISTRITO FEDERAL E TERRITORIOS
PROMOTORIA DE JUSTICA CRIMINAL DE DEFESA DOS USUARIOS DOS SERVICOS DE SAUDE
PRO-VIDA

Oficio n2 091/2012 - MPDFT/PRO-VIDA
Brasilia, DF, 22 de Fevereiro de 2012.

Ao limo. Senhor

DR. RICARDO CESAR FRADE NOGUEIRA

Diretor do Instituto de Medicina Legal “Leonidio Ribeiro”
Da Policia Civil do Distrito Federal

Brasilia, DF

Senhor Diretor,

Informo a Vossa Senhoria que autorizei, nos termos do art. 27, inciso Vi
da Resolugdo n? 90, de 14 de Setembro de 2009 (D.0.U. n2 203, segdo 1, pags.
104 a 117, de 23 de outubro de 2009); da Portaria n® 1, de 23 de Junho de
2012, desta Promotoria de Justica, que estabeleceu o protocolo para
destinac3o e utilizagdo cadéveres e partes do corpo humano para ensino e
pesquisa cientifica, publicada no Diario da Justica de 2 de Julho de 2010 (pg. 9),
e da legisla¢3o vigente, o fornecimento de amostras bioldgicas prdvenientes de
cadaveres periciados nesse IML-DF para fins de pesquisa cientifica conduzida
pelo DR. GUSTAVO LARA Rezenoe, Médico, (CRM-DF 15043) doutorando da

Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia.

A investigacdo intitulada «lrrigagdo da cavidode nasal: estudo da
morfologia da artéria esfenopalatina para a identificacdo de fatores preditivos
da epistaxe» é orientada pela PROFA. DRA. SELMA APARECIDA SOUZA KUCKELHAUS,
com projeto de pesquisa aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Fundagdo de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude da Secretaria de Estado




MINISTERIO PUBLICO DA UNIAO
MINISTERIO PUBLICO DO DISTRITO FEDERAL E TERRITORIOS
PROMOTORIA DE JUSTICA CRIMINAL DE DEFESA DOS USUARIOS DOS SERVICOS DE SAUDE

PRO-VIDA

de Satide do Distrito Federal. Além dessa formalidade exigida pela Resolugao
n® 196/96 do Conselho Nacional de Satide, a pesquisa teve a aprovagao do
Diretor da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, PROF. DR. PAauLO
CEsAR DE Jesus, e da Coordenadora da Area de Morfologia da mesma Faculdade,
PROFA. DRA. JusSARA ROCHA FERREIRA.

As amostras, conforme exposicdo feita a esta Promotoria de Justiga
pelo DR. GusTAvO LARA RezenDE, sdo fragmentarias e a retirada ndo deixa
qualquer deformidade no cadaver, sendo feita por video-endoscopio, com O
mesmo padrao utilizado no exame em vivos.

Assim, tendo em vista a relevancia publica dessa investigacdo cientifica
e, consequentemente, sua importancia para a Humanidade, rogo a Vossa
" Senhoria se digne de viabilizar a coleta dessas amostras, desde que n3o haja
qualquer interferéncia na realizagdo ou no resultado das necropsias,
estabelecendo, ainda, as regras internas desse Instituto a serem observadas
pelo DR. GUSTAVO LARA REZENDE.

Qualquer duvida sobre esta autorizagdo podera ser encaminhada a esta
Promotoria de Justiga pela via mais rapida, inclusive por e-mail e telefone.

i

o DIAULAS COSTA-RIBEIRO
" Promotor de Justica - Titular

e ——————
¥ "

R

e

Praga do Buriti - Edificio-Sede do MPDFT - 52 andar - Sala 505 - CEP - 70091-900 - Brasilia, DF
Telefones: (61) 3343-9609 - 3343-9599 Fax: (61) 3343-9953 '
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