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A hipertensdo arterial (HA) ¢ um dos maiores problemas de satde publica em
todo mundo pelo seu forte impacto na morbidade e mortalidade cardiovascular (CV). A
HA pode causar lesdes em orgdos alvo, como artérias, rins e sistema nervoso central.
As principais formas de tratamento da HA incluem medidas ndo medicamentosas e o
uso de farmacos anti-hipertensivos, a fim de reduzir a pressao arterial (PA) e prevenir
desfechos CV e renais. Entre os farmacos anti-hipertensivos utilizados na regulacao da
PA estdo os bloqueadores dos receptores da angiotensina II (BRA). A eficacia na
reducdo da PA dessa classe medicamentosa estd amplamente reconhecida pela
literatura, contudo, sua eficiéncia na prote¢do de 6rgdos que podem ser afetados ainda ¢
pouco explorada. O objetivo deste trabalho foi avaliar, a nivel elementar, os efeitos dos
BRAs, losartana e olmesartana, nas artérias, corondria e aorta, de ratos hipertensos. A
técnica Fluorescéncia de raios X de baixa energia (LEXRF- Low Energy X-Ray
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semiquantitativas dos elementos O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn em amostras de coronarias e
aortas. Os resultados demonstram que, apesar dos agentes anti-hipertensivos utilizados
pertencerem a mesma classe, as suas capacidades para inibir alteragdes quimicas e

estruturais nas artérias aortas e coronarias causadas pela hipertensdo sdo diferentes.
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Hypertension is one of the major public health problems worldwide due to its
strong impact on cardiovascular (CV) morbidity and mortality. The hypertension can
cause damage in target organs such as arteries, kidneys, and the central nervous system.
The main forms of hypertension treatment include non-drug actions and also the use of
antihypertensive drugs in order to reduce blood pressure (BP) and prevent CV and renal
outcomes. Among the antihypertensive drugs used to regulate BP are the angiotensin 11
receptor blockers (ARBs). The efficacy in reducing BP of this drug class is widely
recognized in the literature. However, its efficiency to protect organs that may be
affected is still poorly explored. The aim of this work was evaluate, at an elemental
level, the effects of the BRAs, losartan and olmesartan in the coronary and aortic
arteries of hypertensive rats. The Low Energy X-Ray Fluorescence (LEXRF) technique
was used to obtain elemental distribution maps, allowing semiquantitative analyzes of
O, Na, Mg, Fe, Cu and Zn elements in coronary and aortic samples. The results
demonstrate that despite the antihypertensive agents used belong the same class, their
capacities to inhibit chemical and structural changes in coronary and aortic arteries

caused by hypertension are different.
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Introducdio

CAPITULO I

1. INTRODUCAO

A hipertensdo arterial (HA) ¢ um fator de risco para o desenvolvimento da
doenca corondria, acelera o processo de aterosclerose e pode ser um fator determinante
para o surgimento prematuro de morbidade e mortalidade cardiovascular associado a
doenga coronaria, insuficiéncia cardiaca congestiva, acidente vascular encefalico e
doenca renal terminal. Assim, ¢ extremamente importante o conhecimento dos
mecanismos fisiopatologicos da doenga para o desenvolvimento de novas terapias e
para um tratamento farmacologico mais eficiente (SANJULIANI, 2002).

Evidéncias cientificas mostram que pequenas reducdes na pressao arterial (PA)
tém grande impacto na reducdo da morbidade e da mortalidade cardiovascular. Segundo
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), um em cada trés adultos sofre de hipertensao
arterial.

Dados norte-americanos de 2016 revelaram que HA estava presente em 69% dos
pacientes com primeiro episddio de infarto agudo do miocéardio, 77% de acidente
vascular encefalico, 75% com insuficiéncia cardiaca ¢ 60% com doenca arterial
periférica (MOZAFFARIAN et al., 2016). A HA ¢ responséavel por 45% das mortes
cardiacas e 51% das mortes decorrentes de AVE (LIM et al., 2013).

No Brasil, a HA atinge 32,5% (36 milhdes) dos individuos adultos, mais de 60%
dos idosos, contribuindo direta ou indiretamente para 50% das mortes por doenca
cardiovascular (DCV). Junto com diabetes melito, as complicagdes causadas pela HA
(cardiacas, renais e acidente vascular encefalico) tem impacto elevado na perda da
produtividade do trabalho e da renda familiar (ABEGUNDE et al., 2007). Em 2013
ocorreram 1.138.670 o6bitos, 339.672 dos quais (29,8%) decorrentes de DCV, a
principal causa de morte no pais.

Segundo estudo feito por Kearney e colaboradores (2005), até¢ 2025 o nimero de
hipertensos nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, devera crescer 60%,

A regulacdo da pressdo arterial ¢ uma das fungdes fisiologicas mais complexas
do organismo, dependendo das agdes integradas dos sistemas cardiovasculares, renal,
neural e enddcrino. A HA parece ter causa multifatorial para a sua génese e

manutencdo. A investigacdo da sua fisiopatologia necessita de conhecimentos dos
1



Introducdio

mecanismos normais de controle da PA para procurar entdo, evidéncias de
anormalidades que precedem a elevagdo da PA para niveis considerados patolégicos
(SANJULIANI, 2002).

O tratamento da HA envolve uma abordagem multifatorial e visa a redugdo dos
riscos cardiovasculares associados aos valores elevados da PA, o que diminui, assim, a
morbidade ¢ a mortalidade associada as doencas cardiovasculares (CAVALCANTE et
al, 2007).

A abordagem terapé€utica da PA elevada inclui medidas ndo medicamentosas e
estratégia farmacologica, a fim de reduzir a PA, proteger os Orgdos-alvo e prevenir
desfechos cardiovasculares e renais (MANCIA et al., 2013). Na estratégia ndo
farmacoldgica enfatiza-se a mudanga de estilo de vida com a aquisicdo de habitos
saudaveis, que visem a diminuicdo dos fatores de risco para as doencgas
cardiovasculares. Para o tratamento farmacoldgico utilizam-se os medicamentos anti-
hipertensivos.

De acordo com a VII Diretriz Brasileira de Hipertensdo Arterial, a escolha do
medicamento, deve ser individualizada e recomenda-se que o medicamento seja seguro,
bem tolerado, permita a administragdo em menor nimero possivel de vezes didrias e
seja iniciado com as menores doses efetivas preconizadas para cada situacdo clinica.
Indica-se a monoterapia como estratégia anti-hipertensiva para pacientes com
hipertensdo arterial estagio 1, onde a pressdo arterial sistolica (PAS) varia entre 140-
159mmHg e a pressdo arterial diastolica (PAD) varia entre 90-99mmHg e que
apresentem risco cardiovascular baixo a moderado, devendo a posologia ser ajustada até
que se consiga valores da PA inferior ao limite estabelecido. A estratégia anti-
hipertensiva associada ¢ indicada no estagio 1 para pacientes que apresentam risco
cardiovascular alto a muito alto e naqueles nos estagios 2 ¢ 3 (PAS 160-179mmHg;
PAD 100-109mmHg e PAS > 180; PAD > 110, respectivamente). (MALACHIAS et al.,
2016).

Existem dezenas de drogas diferentes aprovadas para o controle dos niveis de
pressdo arterial. Atualmente, trés classes de anti-hipertensivos sdo consideradas de
primeira linha por apresentarem boa resposta no controle da pressdo arterial e baixa
incidéncia de efeitos adversos graves: os diuréticos; as drogas que intervém no sistema

renina-angiotensina, que sdo os inibidores da enzima conversora da angiotensina II
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(IECA) e os bloqueadores dos receptores da angiotensina II e; os antagonistas dos
canais de calcio.

Os antagonistas do receptor da angiotensina II, também conhecidos como
bloqueadores dos receptores da angiotensina Il (BRA), pertencem a uma classe de anti-
hipertensiva relativamente nova, mas com mecanismo de a¢do semelhante aos [ECA. A
entrada no mercado farmacéutico dos BRAs ¢ relativamente recente. A losartana foi a
primeira representante dessa classe de medicamentos (TIMMERMANS, 1999) que ja
possui atualmente varios outros representantes que apareceram no mercado
farmacéutico ha poucos anos. No Brasil os BRA comercializados sdo: candesartana,
irbesartana, losartana, olmesartana, telmisartana e valsartana (RAMOS & CASALI,
2012).

O membro mais recente desta classe de medicamentos a ser aprovado pela Food
and Drug Administration (FDA), olmesartan medoxomil, contém caracteristicas Unicas
que podem explicar sua eficacia clinica (BROUSIL & BURKE, 2003).

A HA acaba por danificar as paredes arteriais com o tempo, o que pode levar a
uma série de complicag¢des, como a aterosclerose que ¢ o acumulo de depositos ou de
chapas de gordura nas paredes que alinham as artérias, calcificando-as e as deixando
frageis, o que restringe o fluxo de sangue, ou possibilita a formagdo de coagulos,
facilitando ataques do corag@o, ou AVCs.

CARVALHO et al (2001) mostraram que em decorréncia da hipertensdo arterial
cronica, artérias de grande calibre geralmente apresentam hipertrofia da parede vascular
com elevagdo da rigidez de componentes do meio extracelular, enquanto em artérias
menores ocorre hipertrofia da camada média, através da proliferacio de células
endoteliais e musculares lisas.

Os efeitos dos anti-hipertensivos na diminuicdo da pressdo arterial ja sdo
amplamente reconhecidos pela literatura. Contudo, além da normalizagdo da PA os
medicamentos devem também ser capazes de prevenir ou minimizar os danos causados
pela PA nas artérias. Por isso seu efeito protetivo para as artérias vem sendo cada vez
mais estudados.

Estudos demonstraram uma correcdo da disfun¢ao endotelial ¢ da estrutura
arterial de pequenas artérias apos o tratamento anti-hipertensivo utilizando a losartana

(RIZZONI et al., 1998; SCHIFFRIN et al., 2000). O grupo de SMITH (2008) verificou
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os efeitos da olmesartana na remodelagdo vascular. Ap6és um ano de tratamento
verificou-se uma diminui¢ao na razdo parede/luz, os valores foram comparaveis a dados
de paciente normotensos.

Os sistemas biologicos sdo compostos por uma morfologia muito complexa e
composicao quimica altamente heterogénea dominada por elementos leves. Discriminar
qualitativamente a nivel sub micrométrico a distribui¢do dos elementos constitutivos, e
correlaciona-los com a estrutura biologica sub celular, continua a ser um desafio
(KAULICH et al., 2009).

Kyrychenko et al. (2015) verificaram através de micrografia eletronica a
importancia do controle de elementos quimicos fundamentais para as mitocondrias,
como o Na, encontrados no nucleo das células do tecido cardiaco, os cardiomidcitos.
Kolte et al. (2014) estudaram a importancia do magnésio (Mg) para contragdo muscular,
na fun¢do das células endoteliais, e na excitabilidade do miocardio sendo, portanto,
essencial para a etiopatogenia de vérias doengas cardiovasculares. Simtnek ez al. (2005)
mostraram a importancia dos elementos calcio, magnésio, potassio, selénio e ferro (Ca,
Mg, K, Se e Fe) associados com doengas cardiovasculares. Entretanto, os beneficios do
uso dos BRAs para a protecdo ou regressdo das doencas vasculares nunca foram
estudadas a nivel elementar.

A fluorescéncia de raios-X (XRF) ¢ uma técnica que se baseia na emissdo
caracteristica de raios X, resultante da desexcitacdo dos atomos ionizados devido a
absor¢do de energia. Como o processo de desexcitacdo envolve niveis discretos de
energia dos elétrons nos atomos, a espectroscopia XRF ¢ uma excelente ferramenta para
analises elementares e quimicas.

A crescente demanda da ciéncia para melhorar a resolugdo espacial para a
localizag@o e especiacdo de elementos trago em sistemas heterogéneos foi atendida pela
implantacdo de XRF em laboratorios de luz sincrotron, onde o alto brilho e alto fluxo da
fonte de raios-X permitiram a obtencdo de raios X com resolucdo Optica até faixas
submicrométricas, preservando a alta sensibilidade quimica (JANSSENS et al., 2000).

A microfluorescéncia de raios X por radiacdo sincrotron (SR-uXRF) é uma
técnica microanalitica que permite o mapeamento dos elementos presentes na amostra.
Entre as modalidades de imagem atualmente disponiveis a SR-uXRF ¢ a unica técnica

compativel com amostras biologicas totalmente hidratadas, como células inteiras ou
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secoes de tecido, ao mesmo tempo em que oferece sensibilidade a elementos trago e
resolugdo espacial submicrométrica (FAHRNI, 2007).

Em geral, grande parte dessas configuracdes sdo adequadas para detectar raios X
de fluorescéncia na faixa de keV, emitidos a partir de niveis eletronicos K, L e M de
elementos de médio e alto-Z.

Um sistema de fluorescéncia de raios X de baixa energia (LEXRF) baseada em
uma configuracdo de multiplos detectores de Si (SDD — Silicon Drift Detectors) foi
desenvolvido e implementado na estagcdo europeia de microespectroscopia de raios X -
TwinMic que opera no sincrotron italiano ELETTRA, em Trieste, Italia. A TwinMic
trabalha com oito detectores SDDs com uma eletronica de leitura especialmente
adaptada que demonstrou excelente desempenho para analise elementar na faixa de
energia de fotons 400-2200 eV, cobrindo os niveis K e L de elementos leves, a partir do
Carbono (GIANONCELLI et al., 2009).

A grande vantagem da LEXRF da TwinMic ¢ a combinacao de duas abordagens
de microscopia de raios X em um Unico instrumento, a microscopia de varredura (SXM)
e microscopia de transmissdo (TXM) (GIANONCELLI et al., 2009). Isso permite a
aquisicdlo de mapas de composicdo elementar de materiais constituidos
predominantemente de elementos leves e, simultaneamente, mapas de absorcdo e
contraste de fase, fornecendo informagdes morfologicas complementares sobre o
material, tudo isso em escalas submicrométricas.

O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos adversos e/ou protetivos, a nivel
elementar e estrutural, de dois diferentes bloqueadores dos receptores da angiotensina
I1.

Para melhor compreender estes efeitos, foram avaliadas as alteragdes
morfologicas e elementares nas artérias (aorta e corondria) de ratos hipertensos e sadios.
Foram analisados elementos de baixo niimero atdmico nunca antes quantificados na
literatura, como C, N, O, Na, Mg e Fe usando as duas técnicas de microscopia de raios
X disponiveis da linha TwinMic. Para esse estudo foram utilizados ratos normotensos
(Kyoto) e ratos hipertensos (SHR), que foram divididos em quatro diferentes grupos. O
primeiro grupo foi constituido de ratos normotensos que nao receberam medicamento.

Os grupos de ratos hipertensos foram: ratos que nao receberam qualquer tratamento
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(SHR), ratos que foram tratados com losartana (SHR+L) e ratos que receberam doses
diarias de olmesartana (SHR+O).

No capitulo seguinte serdo apresentadas as fundamentacdes tedricas nas quais os
estudos realizados nesse trabalho foram baseados e justificados. No capitulo
subsequente serdo descritos os materiais € a metodologia utilizada. No capitulo IV serdao
apresentados e discutidos os resultados obtidos. E por fim, no capitulo V, serdo expostas

as etapas futuras deste trabalho.
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CAPITULO IT

2. FUNDAMENTOS TEORICOS
2.1. Sistema cardiovascular

O sistema cardiovascular ¢ compreendido por dois 6rgdos fundamentais para a
manutencdo da homeostase corporea, coracdo e vasos sanguineos.

O coragdo se localiza na caixa toracica, entre os pulmdes. Possui a fun¢do de
bombear o sangue através dos vasos sanguineos para todo o corpo. Suas paredes sdo
constituidas por um musculo, o miocardio, que é o responsavel pelas contragdes do
coragdo. O miocardio apresenta internamente quatro cavidades: duas superiores
denominadas atrios (direito e esquerdo) e duas inferiores denominadas ventriculos
(direito e esquerdo). Os ventriculos possuem paredes mais grossas que os atrios.

Os atrios, direito e esquerdo, sdo bombas de reforco que funcionam como
reservatorios de sangue e aumentam em até 25% a eficiéncia de contragdo ventricular
(GUYTON, HALL, 2006). Os ventriculos, direito e esquerdo, por sua vez, funcionam
em série, ejetando sangue em dire¢@o aos pulmdes e a aorta, respectivamente, para ser
distribuido a todos os 6rgdos periféricos.

O coragao possui dois tipos de movimentos: a sistole e a diastole. O movimento
de sistole se refere a contragdo da musculatura cardiaca. Os atrios se contraem primeiro,
pois tem a finalidade de impulsionar o sangue para os ventriculos. Posteriormente,
ocorre a contragdo muscular dos ventriculos impulsionando o sangue que veio dos atrios
para fora do coragdo (BERNE, LEVY, 1990). No momento da sistole, o sangue com é
ejetado do coragdo com a forga méaxima, exercendo a pressdo sobre as paredes das
artérias.

O movimento diastole se refere por sua vez ao relaxamento do musculo cardiaco
de modo a diminuir a pressdo interna do coracdo possibilitando que ele se encha
novamente de sangue. Na diastole, assim que ha o relaxamento ventricular, também ha a
contracdo atrial, para encher os ventriculos de sangue (BERNE, LEVY, 1990). Nesse
momento a pressdo exercida sobre as paredes das artérias é baixa.

Os eventos cardiacos que ocorrem no inicio de cada batimento do coragdo, até o
inicio do proximo batimento, sdo chamados de ciclo cardiaco. O ciclo cardiaco consiste

de um periodo de relaxamento (diastole), seguido de um periodo de contragdo (sistole).
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Os vasos sanguineos equivalem a um circuito fechado constituido por uma
ampla rede de tubos. Existem trés tipos de vasos sanguineos, as artérias, as veias e
0s vasos capilares, que em conjunto formam a circulacdo sist€mica (NETO et al., 2004).

As artérias sdo os vasos do sistema cardiovascular por onde passa o sangue que
sai do coragdo, sendo transportado para as outras partes do corpo. A musculatura das
artérias ¢ espessa, formada de tecido muscular bastante elastico que permite que as
paredes se contraiam e relaxem a cada batimento cardiaco. As artérias se ramificam pelo
corpo e vao se tornando mais finas, constituindo as arteriolas, que por sua vez se
ramificam ainda mais formando os capilares.

As veias sdo vasos do sistema cardiovascular que transportam o sangue das
diversas partes do corpo de volta para o coragdo. Sua parede ¢ mais fina que a das
artérias e, com isso, o transporte do sangue se torna mais lento. Assim, a pressdo do
sangue no interior das veias ¢ baixa, o que dificulta o seu retorno ao coragdo. A
existéncia de valvulas nesses vasos faz com que o sangue se desloque sempre em
direcdo ao coracao.

Os vasos capilares sdo ramificagdes microscopicas de artérias e veias, que
integram o sistema cardiovascular, formando uma rede de comunicagdo entre as artérias
e as veias. Suas paredes sdo constituidas por uma camada finissima de células que
permitem a troca de substancias (nutrientes, oxigénio, gas carbdnico) do sangue para as
células e vice-versa.

As fungdes do sistema circulatorio baseiam-se no transporte de oxigénio,
hormdnios e nutrientes aos tecidos e 6rgdos, remogao de produtos finais metabodlicos, e
manutencdo do funcionamento adequado a sobrevida celular (homeostasia) através da
circulag@o do sangue por todo o organismo (GOMES, 2005, SOUZA & ELIAS, 2006).

Esse sistema divide-se em pequena e grande circulagdo. A pulmonar ou pequena
circulag@o contém o sangue venoso, que apos ser bombeado pelo ventriculo direito em
direcdo as artérias pulmonares, sofre troca gasosa (hematose pulmonar) e passa a ser
oxigenado (sangue arterial) (KLABUNDE, 2011). Este por sua vez, através da
circulagdo sistémica ou grande circulacdo, ¢ distribuido a todas as células e tecidos do
organismo, e inclusive ao proprio coracdo pelas artérias coronarias (BERNE & LEVY,

1990, GUYTON & HALL, 2006).
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Além de transportar os nutrientes ¢ o oxigénio por todo o organismo, o sistema
cardiovascular ¢ responsavel ainda por diversas outras fungdes, como o controle da
pressdo arterial, do fluxo sanguineo e do débito cardiaco (GUYTON, HALL, 2006).

O coragdo ¢ um Orgdo dependente de todo sistema cardiovascular. Uma
disfun¢do primaria no cora¢do pode induzir modificagdes reflexas nos vasos assim
como alteragdes tanto funcionais quanto estruturais nos vasos, podem comprometer a
funcionalidade cardiaca. Dessa forma, para compreender os mecanismos relacionados
com a fisiopatogenia cardiaca, ¢ importante levar em considerag@o a relagdo de todo o

conjunto: coragdo e vasos (COLOMBO, et al., 2001).

2.2. Artérias

As artérias sdo os vasos sanguineos que conduzem o sangue com grande pressao,
uma vez que este devera chegar a todas as partes do corpo levando oxigénio e nutrientes
a todas as células. Ao contrario das veias, que conduzem o sangue desoxigenado de
volta ao coragdo, as artérias levam o sangue rico em oxigénio para todo o corpo. Isto se
da através do sistema circulatorio. (BERNE & LEVY, 1990, POWERS & HOWLEY,
2000).

As artérias s3o dutos membranosos, elasticos e com ramificagdes divergentes,
encarregados de distribuir por todo o organismo o sangue bombeado a cada sistole pelas

cavidades ventriculares do coragdo. Elas podem ser de grande, médio e pequeno calibre.

Figura 1 — Estrutura das artérias (Fonte - http://www.anatomiaonline.com/arterias/)
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As artérias sdo formadas basicamente por tres camadas. A camada que esta em
contato direto com o fluxo sanguineo ¢ a tinica intima, geralmente chamada de intima.
A intima forra internamente e sem interrupgdes as artérias, inclusive capilares. Esta
camada ¢ composta principalmente de células endoteliais e tem como objetivo principal
o auxilio da condutividade do sangue. Pode-se dizer que ela ¢ quase desprezivel nos
adultos saldaveis, pois apresenta uma espessura muito pequena e baixa resisténcia
mecanica. Logo abaixo desta camada encontra-se a tinica média. A tunica média, a
camada intermediaria, ¢ composta por fibras musculares lisas e pequena quantidade de
tecido conjuntivo eldstico. Ela ¢ a maior responsavel pela resisténcia mecéanica das
artérias. A camada mais externa (mais distante do fluxo sanguineo) é conhecida como
tinica adventicia. Esta camada é composta de tecido conjuntivo, que tem como
principal fun¢do a manutencdo da forma e a protecdo da camada média. Nesta tinica
encontramos pequenos filetes nervosos e vasculares que sdo destinados a inervagdo e a
irrigagdo das artérias. (BERNE & LEVY, 1990)

Existem diversos tipos de artérias que se distinguem por suas caracteristicas
anatomicas e suas fungdes. Dentre elas estdo: artérias de grande calibre, artérias de
médio calibre, as arteriolas e os capilares.

As artérias de grande calibre, de maior didmetro, sdo artérias elasticas. A aorta e
as artérias pulmonares sdo exemplos de artérias elasticas. Elas t€ém uma grande
capacidade para se expandirem em cada batimento, quando o coragdo tem uma grande
quantidade de sangue no seu interior, para de imediato regressar ao seu didmetro
original a medida que impulsionam a corrente sanguinea até a rede arterial. Gragas a
este mecanismo, o sangue que sai do coragdo com grande turbuléncia transforma-se
num fluxo continuo que chega a todo o organismo.

As artérias de médio calibre sdo as artérias musculares. S3o vasos de didmetro
mediano, distribuidos por todo o organismo, ¢ contam com uma grande propor¢do de
fibras musculares dispostas de forma concéntrica. Quando estas fibras estdo relaxadas,
as artérias dilatam-se e, quando se contraem, o didmetro arterial diminui. Gragas a este
mecanismo, controlado pelo sistema nervoso auténomo, o fluxo de sangue pode
distribuir-se de varias maneiras as diversas regides anatomicas, segundo as necessidades

de cada momento. Essas artérias apresentam tunica média bem desenvolvida. Também
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estdo presentes, na tinica média, fibras elasticas, cuja presenga aumenta de acordo com
o calibre da artéria até que seja considerada uma artéria eldstica e ndo mais muscular.

As arteriolas sdo as artérias de menor didmetro, sdo as ramificacOes finais da
rede arterial, que imediatamente se transformam em capilares. Estas arteriolas tém ao
nivel do seu didmetro uma parede proporcionalmente mais espessa, com uma tunica
média muito desenvolvida e dotada de inimeras fibras musculares. Elas possuem
estrutura semelhante as artérias de médio calibre, mas geralmente as membranas
limitantes elasticas, interna e externa, estdo ausentes. A tunica adventicia nas arteriolas
¢ pouco desenvolvida (BERNE & LEVY, 1990).

Os capilares sdo a continuagdo das pequenas arteriolas. Tém um didmetro muito
reduzido, paredes muito delicadas, formadas por uma tinica camada de células, tao finas
que permitem a troca de oxigénio, substancias nutritivas e residuos metabolicos entre o

sangue e os tecidos que este irriga.

2.2.1. Aorta

A aorta ¢ a maior e a principal artéria do corpo humano. Ela inicia-se na parte
superior do ventriculo esquerdo do coragdo e segue em dire¢do a raiz do pulméio
esquerdo. Depois ela passa através do diafragma até chegar ao abdomen e se divide, no
nivel da quarta vértebra lombar, nas artérias iliacas. Anatomicamente, a artéria aorta
esta dividida em cinco secgdes: aorta ascendente, arco da aorta, aorta descendente, aorta
toracica e aorta abdominal.

Esta artéria ¢ a principal responsavel pelo transporte do sangue oxigenado a
partir do ventriculo esquerdo do coragdo para o resto do corpo. Esta artéria divide-se em
artérias menores, que distribuem o sangue oxigenado e os nutrientes a todas as células.
Todas as artérias do organismo, com excecdo da artéria pulmonar derivam da artéria
aorta.

A Figura 2 mostra um esquema da aorta toracica. Nele esta representada a aorta
ascendente (inicio da aorta, que sai do coragdo), o arco adrtico, ¢ a aorta descendente.
Na figura ¢ possivel ainda localizar as artérias que se ramificam da parte inicial da aorta,

como as artérias coronarias € as artérias carotidas.
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Figura 2 - Desenho esquematico da aorta toracica e seus ramos.

(fonte -http://anatomiaonline.com/aorta/)

A aorta ¢ classificada como artéria elastica, por conter grande quantidade de
fibras elasticas, em contraposi¢do & maioria das artérias, chamadas musculares por
terem fibras musculares lisas como seu mais abundante componente. As fibras elasticas,
juntamente com a matriz extracelular que as circundam, s3o responsaveis pela
integridade maior destas estruturas vasculares, permitindo que durante a sua distensao,
devido a alta pressdo com que o sangue sai do coracdo (sistole), ela possa retornar a sua
posi¢do inicial de relaxamento (diastole), sem sofrer danos em sua estrutura (ROBERT

et al., 1995; RAINES, 2000).

2.2.2. Coronaria

A funcionalidade normal do coragdo depende de um aporte de sangue adequado
e das boas condicdes morfoldgicas das artérias que o irrigam. As artérias coronarias e
seus ramos sdo 0s principais vasos responsaveis pela nutricdo e suprimento sanguineo

do miocardio.
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Apesar de existirem variagdes anatomicas das artérias coronarias entre
individuos, a descricdo padronizada da origem anatdmica coronaria normal se da a
partir dos dois Ostios que ficam na base da aorta. Inicialmente, as artérias corondrias,
tém um percurso epicardico, ou seja, sobre a superficie do coracdo, e posteriormente,
assumem um percurso intramiocardico, pois penetram no miocardio (CESAR &
FERREIRA, 2004). De cada Ostio originam suas respectivas artérias coronarias, a

direita e esquerda que sdo responsaveis pela vascularizagdo do coragdo (Figura 3)

Figura 3 — Artérias corondrias direta e esquerda.
(fonte -https://www.auladeanatomia.com/novosite/sistemas/sistema-

cardiovascular/vasos-sanguineos/sistema-arterial/)

Apo6s originarem do seio adrtico, as artérias coronarias seguem seus trajetos,
ramificam-se e distribuem-se pela superficie do miocardio, irrigando-o.

Essas artérias sdo as unicas que se enchem na fase diastdlica do ciclo cardiaco e
quaisquer malformagdes valvulares e anatomicas das artérias coronarias, alteracdes na
integridade anatomica da valva aodrtica, no didmetro, posi¢do e anatomia dos Ostios
coronarianos resultardo na reducdo do aporte sanguineo coronario e consequentemente

comprometimento funcional do miocardio (CAVALCANTI et al., 2003).
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2.3. Hipertensao arterial

A cada sistole do coragdo, um fluxo sanguineo ¢ lancado para dentro das
artérias. A pressdo que o sangue exerce sobre as paredes internas das artérias ¢ chamada
de pressdo arterial.

Alguns mecanismos estdo envolvidos com o aumento da pressdo arterial, como
por exemplo, niveis elevados de colesterol, obesidade, diabetes, aumento da resisténcia
vascular periférica e também fatores genéticos. Este estado ¢ definido como hipertensao
arterial sist€émica (MARTE & SANTOS, 2007).

A hipertensdo arterial sistémica ¢ conceituada como uma condi¢do clinica
multifatorial distinta por niveis elevados e sustentados de pressao arterial, podendo levar
a complicagdes associadas as alteracdes funcionais e/ou estruturais em oOrgaos-alvo
como rins, cérebro, olhos, coragdo e especialmente artérias, durante a sistole e diastole.
Podendo assim, acarretar em um aumento do risco cardiovascular (WEBER et al.,
2014).

Dados norte-americanos de 2015 revelaram que hipertensdo arterial sist€émica
estava presente em 69% dos pacientes com primeiro episodio de Infarto Agudo do
Miocardio, 77% de acidente vascular encefalico, 75% com insuficiéncia cardiaca e 60%
com doenga arterial periférica. A hipertensdo arterial sistémica ¢ responsavel ainda por
45% das mortes cardiacas e 51% das mortes decorrentes de acidente vascular encefalico
(MALACHIAS et al., 2016).

No Brasil, hipertensdo arterial sistémica atinge 32,5% (36 milhdes) de
individuos adultos, mais de 60% dos idosos, contribuindo direta ou indiretamente para
50% das mortes por doencas cardiovasculares (DCV). Junto com Diabetes melito, suas
complicacdes (cardiacas, renais ¢ AVE) t€ém impacto elevado na perda da produtividade
do trabalho e da renda familiar, estimada em US$ 4,18 bilhdes entre 2006 ¢ 2015
(MALACHIAS et al., 2016).

Em 2013 ocorreram 1.138.670 o6bitos, 339.672 dos quais (29,8%) decorrentes de
doenga cardiovascular, a principal causa de morte no pais. As taxas de mortalidade tém
apresentado reducdo ao longo dos anos, com excecdo das doengas hipertensivas, que
aumentou entre 2002 ¢ 2009 e mostrou tendéncia a reducao desde 2010. As taxas de
doencas hipertensivas no periodo oscilaram de 39/100.000 habitantes (2000) para

42/100.000 habitantes. As doencas isquémicas do coragdo sairam de 120,4/100.000
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habitantes (2000) para 92/100.000 habitantes (2013), e as doengas cerebrovasculares
(DCbV) sairam de 137,7/100.000 habitantes (2000) para 89/100.000 habitantes (2013);
também houve reducdo da IC congestiva, que variou de 47,7/100.000 habitantes (2000)
para 24,3/100.000 habitantes (2013). As doencas cardiovasculares sdo ainda
responsaveis por alta frequéncia de internagdes, com custos socioecondmicos elevados.
Dados do Sistema de Informagdes Hospitalares do Sistema Unico de Saude (SUS)
apontam significativa redu¢do da tendéncia de internacdo por hipertensdo arterial, de
98,1/100.000 habitantes em 2000 para 44,2/100.000 habitantes em 2013 (MALACHIAS
et al., 2016).

A avaliagdo inicial de um paciente com hipertensdo arterial sistémica inclui a
confirmagdo do diagnostico, a suspeicdo ¢ a identificagdo de causa secundaria, além da
avaliacdo do risco CV. As lesoes de o6rgdo-alvo e doengas associadas também devem ser
investigadas. Fazem parte dessa avaliagdo a medi¢do da PA no consultério e/ou fora
dele, utilizando-se técnica adequada e equipamentos validados, histéria médica (pessoal
e familiar), exame fisico e investiga¢ao clinica e laboratorial.

Os pontos de corte para determinar individuos com hipertensdo arterial
sisttmica, em geral, sdo ditados pelo report “The joint national committee on
prevention, detection, evaluation, and treatment of high blood pressure” e pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Em 2003, foi publicado o JNC 7 report com
uma nova proposta de classificacdo, tendo em vista estudos demonstrando que as
pessoas com pressao sistolica entre 130 e 139 mmHg ou pressdo diastdlica entre 80 ¢ 89
apresentam maior risco de desenvolver doengas cardiovasculares, sendo classificadas

como pré-hipertensas. (CHOBANIAN, et al., 2003)

Tabela 1 - Classificag@o da hipertensdo arterial sistémica segundo JNC 7 report.

Categorias Pressdo sistolica (mm Hg) | Pressdo diastolica (mm Hg)
- Normal <120 e <80
- Pré-hipertensao 120 a 139 ou 80 a &9
- Hipertensdo: estagio 1 140 a 159 ou90a99
- Hipertensdo: estagio 2 > 160 ou > 100
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Dentre as complicagdes associadas a hipertensdo, merecem destaque o acidente
vascular cerebral (AVC) e o infarto agudo do miocardio (IAM), as duas maiores causas
isoladas de mortes no pais (MALACHIAS et al., 2016). Segundo estudo realizado por
He e MacGregor (2003), no Reino Unido, 125.600 casos de AVC néo fatais ou doenga
cardiaca isquémica poderiam ter sido evitados se os hipertensos reduzissem sua pressao
sistolica para 140 mm Hg.

Quanto maior for pressdo arterial, mais o coracdo esfor¢ca-se para bombear o
sangue para a artéria principal, a aorta. O musculo cardiaco adapta-se a esse estresse
crescente ¢ engrossa com o passar do tempo, criando uma hipertrofia do musculo
cardiaco, dificultando seu funcionamento em comparacao a pessoas com pressao arterial
normal, o risco de ter um ataque cardiaco aumenta trés ou quatro vezes para os
pacientes com pressao alta.

A pressdo alta, com o tempo, danifica as paredes arteriais, o que pode levar a
uma série de complicagdes, como a aterosclerose, que ¢ o acumulo de depdsitos ou de
chapas de gordura nas paredes que alinham as artérias, calcificando-as e as deixando
frageis. Este dano nas paredes arteriais pode restringir o fluxo de sangue ou possibilitar
a formag@o de coagulos, facilitando ataques do corag@o, ou AVCs.

Outro 6rgdo que pode ser afetado ¢ o rim quando ha problemas nas veias

menores (como as dos rins) que representam parte do seu sistema de filtraco.

2.4. Sistema renina-angiotesina

As pesquisas sobre as acOes do sistema renina-angiotensina (SRA) trazem
solidas informagdes sobre como esse sistema ¢ capaz de contribuir na homeostase
hidroeletrolitica, no controle da pressao arterial, na regulagdo de processos metabdlicos,
na modulagdo do crescimento e da proliferacdo celular de varios tecidos. Com isso, a
hiperatividade do SRA tem sido relacionada cada vez mais a génese de varias doengas
como a hipertensdo arterial, o infarto agudo do miocérdio, a insuficiéncia cardiaca
congestiva, as arritmias cardiacas, o diabetes mellitus, a insuficiéncia renal cronica e o
acidente vascular encefalico (FYHRQUIST & SAIJONMAA, 2008).

O SRA ¢ um sistema fisioldgico de enzimas e peptideos que se inter-relacionam

a fim de regular a vasoconstricdo, um importante mecanismo fisiologico do organismo.
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Esse sistema ¢ iniciado através do angiotensinogénio, uma glicoproteina formada por 14
aminoacidos, sintetizada principalmente pelo figado e também produzida pelo tecido
adiposo, sistema nervoso central e rins. O angiotensinogénio sofre diversas clivagens e
conduz a formacao de diferentes peptideos como a ANG I, ANG II, ANG III, ANG IV e
ANG 1-7. Cada um desses peptideos, exceto a ANG I, que ¢ um peptideo inativo, atua
em receptores especificos como AT1 e AT2 (ANG II), Mas (ANG 1-7), AT4 (ANG
IV). Estes receptores sdo expressos em tecidos como rins, figado, coragdo, tecido
muscular e pancreas, ¢ quando se ligam aos seus peptideos especificos desenvolvem

acoes importantes para a homeostase do organismo (SKOV et al., 2014)

Figura 4 — Esquema do eixo classico de ativagdo do sistema renina-angiotensina

A figura 4 mostra o esquema do eixo classico de ativagdo do SRA. A cascata do
SRA ¢ desencadeada a partir da enzima renina que age sobre o substrato
angiotensinogénio circulante, formando a Angiotensina I (Ang ). A enzima conversora
de angiotensina (ECA) realiza a conversdo de Angiotensina I em Angiotensina II (Ang
IT) gracas a clivagem de dois aminoacidos. A Ang II, considerada o peptideo efetor
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fundamental do sistema em questdo, atua através de seus receptores especificos,
receptor AT1 (ATIR) e receptor AT2 (AT2R). Ao se ligar aos seus receptores, a Ang I
exerce diversos efeitos fisiologicos em diferentes tecidos, como no rim, no cortex
adrenal, no musculo liso, vascular e cerebral (KLOET et al., 2010).

Ao se ligar ao receptor AT1, a ANG II apresenta efeitos como vasoconstrigao,
aumento da sede, sintese de aldosterona, reabsorcdo de sodio, aumento da liberacdo de
noradrenalina refor¢ando os efeitos simpaticos, hipertrofia e fibrose. Enquanto que os
receptores AT2 sdo predominantemente encontrados durante a vida fetal e nos adultos
s80 menos expressos. Suas funcdes sdo opostas aos dos receptores AT1, estimulam a
vasodilatagdo, natriurese (aumento da excreg@o urinaria de so6dio), além de ac¢les anti-
inflamatorias e antifibroticas, através da ativacdo da proteina tirosina fosfatase e
produgdo de 6xido nitrico (HIGUCHI ez al., 2007).

Entre os importantes efeitos de ANG II, a partir do receptor AT1, pode-se citar o
aumento na liberagdo do hormonio mineralocorticdide, aldosterona. Este é produzido,
principalmente em resposta a ANG Il na zona glomerulosa do cortex da adrenal. Por sua
atividade mineralocorticoide, aumenta a reabsor¢do de sodio no néfron distal, ¢
fisiologicamente, mantém o equilibrio dos niveis de soédio, via ativagdo do canal de
sodio endotelial ¢ Na+/K+- ATPase. Quando a aldosterona ¢ sintetizada em excesso
pode interferir negativamente na reabsor¢do de sédio. Os efeitos dessa reabsorc¢do de
sodio no rim, coragdo e vasos sanguineos podem desencadear patologias como a

hipertensdo arterial e arteriosclerose (ZHOU et al., 2012).

2.5. Anti-hipertensivos

O objetivo primordial do tratamento da hipertensdo arterial ¢ a reducdo da
morbidade ¢ da mortalidade cardiovasculares (KANNEL, 1996; WEBER et al., 2014;
THOMOPOULOS et al., 2015). Assim, os anti-hipertensivos devem ndo sé reduzir a
pressdo arterial, mas também os eventos cardiovasculares fatais e ndo fatais.

Durante as ultimas cinco décadas, a pesquisa farmacolégica produziu novas
classes de drogas para tratar a hipertensdo e a partir dos anos 70 e 80 os anti-
hipertensivos tornaram-se uma ferramenta importante no tratamento da pressdo arterial

elevada (SULLIVAN et al., 1995).
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Os medicamentos anti-hipertensivos utilizados no tratamento farmacoldgico da
hipertensdo arterial sdo prescritos isoladamente (monoterapia) ou em uso associado. Os
anti-hipertensivos sdo classificados em Diuréticos, Inibidores adrenérgicos (Acao
central — agonistas alfa-2 centrais, Betabloqueadores — bloqueadores beta-adrenérgicos,
Alfabloqueadores — bloqueadores alfa-1 adrenérgicos); Vasodilatadores diretos;
Bloqueadores dos canais de célcio; Inibidores da enzima conversora da angiotensina;
Bloqueadores do receptor AT1 da angiotensina II e Inibidor direto da renina
(MALACHIAS et al., 2016).

Os diuréticos, que foram desenvolvidos nos anos 60, estdo relacionados com o
aumento da diurese (excrecdo de agua) e natriurese (excregdo de sdédio). Os beta-
bloqueadores foram desenvolvidos nos anos 70 e sua agdo anti-hipertensiva ndo esta
totalmente estabelecida, mas pode decorrer basicamente do fato de que reduzem a
liberacdo de renina e diminuem o débito cardiaco, diminuindo assim o volume
sanguineo. Os bloqueadores de canal de calcio foram desenvolvidos nos anos 70 e 80 e
inibem o influxo de calcio na célula muscular lisa, acarretando a vasodilatacgao.

Os inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECA) foram
desenvolvidos nos anos 80. Os inibidores da ECA tém como uma de suas principais
acoes a de inibir a conversdo da Ang I em Ang II. Desta forma, a acdo essencialmente
vasoconstritora da Ang Il ¢ minimizada.

Os bloqueadores do receptor de angiotensina II (BRA) sdo agentes anti-
hipertensivos orais, cujo mecanismo de agdo basico ¢ o de antagonizar especificamente
o receptor AT;, deixando livre o receptor AT,. Essa classe de anti-hipertensivos,
desenvolvida nos anos 90, apresenta como mecanismo de acdo a inibi¢do da ligacdo da
Ang II aos receptores AT, impedindo assim a vasoconstri¢do das arteriolas (PAULA et
al., 2005).

Os BRAs s3o uma classe de drogas amplamente utilizada para o tratamento de
hipertensdo, insuficiéncia cardiaca, nefropatia diabética, e, mais recentemente, para a
reducdo do risco cardiovascular. Alguns estudos experimentais implicam o sistema
renina-angiotensina, particularmente a angiotensina II e seus receptores tipo 1, na
regulacdo da proliferacdo celular, angiogénese, e a progressdao do tumor. Desse modo, o
uso dos BRAs tem sido considerado também como potencial agente anticancer (SIPAHI

etal., 2010).
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Assim como a classe dos IECA, os BRA também vdo agir
farmacodinamicamente impedindo a acdo da Angiotensina II. Porém, como fardo isso
por outra via, manterdo intacta a enzima responsavel pela conversdo da Angiotensina [
em Angiotensina II. Esta enzima ¢ a responsavel pelo processo fisiologico natural de
degradacdo da bradicinina. Inibindo-a como ocorre com os IECA haverd acumulo de
bradicinina gerando efeitos colaterais como, por exemplo, a caracteristica tosse seca,
presente em 30% dos tratamentos com IECA. Contudo, o acimulo de bradicinina ndo
acontece normalmente em um tratamento com farmacos da classe dos BRA.

Para a realizag@o deste trabalho foram utilizados dois representantes da classe de
farmacos anti-hipertensivos bloqueadores dos receptores de angiotensina I, a losartana
¢ a olmesartana.

O farmaco losartana, formula molecular C,;H2,CKNgO, foi o primeiro farmaco
da classe dos BRA a ser desenvolvido. Foi originalmente sintetizado como um
composto anti-hipertensivo, mas atualmente também ¢ usado em tratamentos de
problemas cardiovasculares e diabetes (WU et al., 1993; RAGHAVAN et al., 1993).
Atualmente ¢ o BRA mais utilizado devido ao seu baixo custo.

A olmesartana medoxomila, formula molecular Cy9gH3oN¢Og, ¢ 0 farmaco mais
novo da classe BRAs. Os BRAs compartilham elementos estruturais semelhantes que
s80 necessarios para o antagonismo efetivo do receptor AT1. No entanto, o olmesartan
medoxomil possui caracteristicas estereoelectronicas tinicas que o distinguem de outros
membros da classe.

Estudos comparando diversos anti-hipertensivos, incluindo a losartana e a
olmesartana, mostraram que embora a eficdcia anti-hipertensiva dos BRAs seja
semelhante, hd hoje evidéncias de que a olmesartana apresente maior poténcia na
diminuicio da pressio arterial (RIBEIRO & FLORENCIO, 2007). O trabalho de Mire e
colaboradores (2005) apontam caracteristicas tipicas da olmesartana que possivelmente
explicam essa vantagem farmacoldgica. Uma delas € que esta aumenta a expressdo da
ECA2 que converte a Ang II em Ang I, que possui agdo vasodilatadora. Uma
caracteristica dos BRA € que a queda pressorica obtida praticamente permanece a
mesma com o aumento da dose. Trata-se de uma curva dose-resposta “rasa”. Ja com a
olmesartana, a curva tem uma inclinacdo maior. Estudos realizados com a molécula da

olmesartana mostram que esta tem o maior nimero de sitios funcionais. A sua ligacao
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ao receptor ¢ ndo competitiva e, portanto, ndo pode ser sobrepujada pela Ang II mesmo
que esta esteja em grandes concentracdes, ocorrendo, desse modo, uma saida mais lenta
do receptor.

A olmesartana também representou melhor escolha de tratamento em pesquisa
realizada por Swindle et al. (2011). Em seu estudo de coorte o pesquisador acompanhou
por um tempo médio de 2,5 anos aproximadamente 184.000 individuos, que divididos
em grupos utilizaram losartana, valsartana, irbesartana e olmesartana. O tratamento com
olmesartana foi associado com menores riscos de eventos cardiacos € menor utilizagao

de recursos de satde e custos em relagdo aos outros medicamentos.

2.6. Modelo animal para hipertensio arterial

Em 1963, Okamoto e Aoki introduziram um novo modelo experimental de
hipertensdo, sem que nenhum recurso fisiolodgico, farmacoldgico ou cirirgico fosse
necessario (OKAMOTO & AOKI, 1963). Os autores examinaram centenas de ratos de
uma colonia Wistar do centro de animais na universidade de Kyoto. A média das
pressdes sanguineas nestes animais ficou entre 120-140 mm Hg e foram medidas por
um pletismografo de calda. As pressdes foram medidas com os animais nao
anestesiados. Foram feitos quatro acasalamentos entre um macho que apresentou uma
pressdo de 145-175 mm Hg e uma feméa com pressdo entre 130-140 mm Hg. Entre os
descendentes (16 machos e 20 feméas) 12 machos e 6 feméas, mantidos com uma
alimentag@o normal, com idade de 20 semanas demonstraram uma pressdo elevada (por
volta de 150 mm Hg). Com 30 semanas de idade, 14 machos ¢ 11 feméas apresentaram
essa elevagdo de pressdo. Os descendentes que exibiram hipertensdo por mais de um
més foram usados para um acasalamento entre irmaos. As sucessivas geracdes de
animais hipertensos foram obitidas por acasalamento entre irmaos de animais
selecionados que apresentavam alta pressdo arterial. Esse processo foi continuado até
que a toda colonia de ratos produzida apresentasse pressdes maiores que 180 mm Hg
com 20 semanas de idade (UDENFRIEND et al., 1976)

Os ratos espontaneamente hipertensos (SHR) foram desenvolvidos por esta
reproducdo genética meticulosa, entre irmdos e irmas, que resultou em animais

naturalmente portadores de doenca hipertensiva, em 100% dos descendentes
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(OKAMOTO et al., 1966). Desde entdo, o SHR ¢é reconhecido como um excelente
modelo de hipertensdo experimental e pode servir como modelo de estudos clinicos da
hipertensdo essencial humana.

O primeiro modelo de hipertensdo espontanea no rato a ser desenvolvido nao foi
o rato espontaneamente hipertenso (SHR), mas sim o modelo GH originado de uma
linhagem de ratos da Nova Zelandial0. Entretanto, desde o desenvolvimento do SHR
(OKAMOTO & AOKI, 1963), esta linhagem, se ndo ¢ o modelo mais estudado na
literatura pertinente, certamente esta entre os mais estudados. A sua importancia tem
sido creditada a similaridade da sua fisiopatogenia com a hipertensdo essencial
(priméria) do homem.

A semelhanca entre a hipertensdo humana e a observada no SHR, inclui: a) a
predisposi¢cdo genética para hipertensdo sem etiologia especifica, b) o aumento da
resisténcia periférica total sem expansdo de volume e, c) igual resposta a tratamentos
com drogas (TRIPPODO & FROHLICH, 1981). Por apresentar um relativo curto
periodo de vida, ser pequeno, ter relativamente baixo custo, e ser de facil manutencao
em biotérios, os SHR sdo utilizados para estudo da historia natural, determinantes
genéticos e alteracoes fisiopatologicas da doenca hipertensiva essencial.

Os SHRs comecgam a desenvolver hipertensao arterial com 5 semanas de vida, ja
apresentando um nivel de pressao considerado como hipertensao espontinea entre a 7a e
a 15a semanas, atingindo um plato entre a 20* e 28* semanas, ndo havendo influéncia
sexual nesse desenvolvimento (YAMORI, 1984). Entretanto, fatores ambientais, tais
como ingestdo exagerada de sodio, estresse, alteracdes sociais e alteragdes do ciclo
claro/escuro, afetam o desenvolvimento da hipertensao.

Com o desenvolvimento da hipertensdo arterial, o SHR desenvolve uma
progressiva hipertrofia cardiaca (THOMAS et al., 1997). O débito cardiaco permanece
em niveis normais com o progresso da hipertensdo, até que nos estagios finais a fung@o
cardiaca comeca a ser comprometido, quando entdo, o débito cardiaco comeca a
reduzir-se em fun¢@o de uma insuficiéncia cardiaca congestiva (FROHLICH, 1977).

Com relacdo a freqiiéncia cardiaca, esta se encontra mais elevada que nos ratos
WKY ja na 3" semana de vida e se correlaciona, positivamente, com os niveis de

pressdo atingidos até a 6° semana de vida (DICKHOUT et al., 1998). A taquicardia ¢
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considerada como resultado de um aumento na freqiiéncia intrinseca do marcapasso
cardiaco.

Trippodo e Frohlich (1981) ressaltaram que, embora o SHR seja um excelente
modelo da hipertensdo essencial humana, ha as seguintes ressalvas: 1) reconhecimento
da improbabilidade de que ambas as formas de hipertens’o espontanea (rato ¢ o homem)
sejam expressoes idénticas de uma doenga hipertensora determinada geneticamente; 2)
ambas tém origem poligénica e sdo influenciadas por fatores ambientais; 3) sendo o
controle cardiocirculatdrio multifatorial, certos mecanismos pressores nao se expressam,
necessariamente, em ambas as situagdes; 4) o conceito fisiologico de que o
desequilibrio de um mecanismo regulatorio implica na expressao de outro mecanismo,
isto implica que alteracdes secundarias, por exemplo, adaptativas, devam ocorrer nos
dois modelos.

Independentemente da controvérsia quanto a similaridade, ou ndo, entre o SHR e
a hipertensdo essencial do homem, este modelo tem se revelado bastante tutil para
melhor compreensdo de mecanismos fisiopatologicos, quer do préprio modelo em si,
quer da hipertensdo essencial do homem. Embora a hipertensdo dos SHR seja de
desenvolvimento espontaneo, fatores ambientais tais como, ingestdo exagerada de
sodio, estresse, alteracOes sociais, ¢ alteracoes do ciclo claro/escuro afetam esse

desenvolvimento.

2.6.1. Controle experimental para SHR - Wistar-Kyoto

Umas das decisdes mais importantes ao planejar um experimento ¢ a escolha do
controle ja que a base da técnica experimental nas ciéncias biomédicas é comparativa.
Ou seja, para o entendimento de um fendomeno bioldgico decorrente de um experimento
¢ necessario comparar os efeitos do procedimento experimental em um grupo de
animais que sdo presumidamente idénticos aos animais testados que nao sejam
submetidos a esses procedimentos.

O principal motivo de se usar o rato SHR ¢ a determinacdo de patogéneses
decorrentes da elevada pressdo sanguinea, isto ¢, determinar causas e efeitos
relacionados a hipertensdo. Desde que a linhagem SHR representa uma unica entidade

genética, um sistema experimental ideal consistiria em duas populagdes, geneticamente
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idénticas, exceto pelo unico gene responsavel pela elevacdo da pressdo sanguinea.
Como isso ndo seria possivel, uma melhor aproximagdo se da com o uso da linhagem
Wistar-Kyoto (WKY), a base normotensa da qual a linhagem SHR foi derivada.
(UDENFRIEND et al., 1976)

2.7. Os elementos e a satde cardiovascular

Os estudos sobre a distribui¢do de elementos em tecidos biologicos sdo de
grande importancia no estudo de doengas, ja que o desbalanceamento quimico pode
alterar algumas fungdes bioldgicas. Esta bem estabelecido pela literatura que alguns
elementos sdo protagonistas em varios processos bioldgicos, principalmente através de
suas agdes como ativadores ou inibidores de reagdes enzimadticas, competindo com
outros elementos e proteinas para locais de ligaco, influenciando a permeabilidade das
membranas celulares, ou através de outros mecanismos. (FRAGA, 2005) Sendo assim,
pode-se supor que minerais como Na, Mg, Fe, Cu e Zn exercem uma agdo, direta ou
indiretamente, também nas células cardiacas, nas paredes dos vasos sanguineos, nos
centros reguladores da pressdo sanguinea ou em outros sistemas relacionados a funcao
cardiovascular.

Em varios estudos, foi identificada relacdo direta entre as mudancas no contetido
de tecidos e a gravidade, durag@o ou incidéncia de uma determinada doenga. Embora
tais mudancgas possam ser secundarias a degeneracdo € ndo uma prova de uma relacdo
de causa e efeito real, elas podem fornecer pistas sobre o papel desempenhado pelos
elementos na patogénese de uma dada doenga, ou ainda, ter um valor preditivo.

Em humanos e outros mamiferos, 23 elementos sdo conhecidos por suas
atividades fisiologicas. Os metais de transi¢do Fe, Cu, Zn, entre outros, pertencem a
categoria de micronutrientes, que sdo essenciais, porém estdo presentes em quantidades
muito limitadas no corpo humano (geralmente inferiores a 100 mg / dia). Em oposicao
estdo os elementos considerados macronutrientes, como o Na, Ca, Mg, K, etc., que sdo
exigidos em quantidades maiores pelo organismo (FRAGA, 2005).

Os niveis de oxigénio intracelular devem satisfazer as condi¢des cinéticas e
termodinamicas para a fosforilagdo oxidativa. O oxigénio ¢ fornecido pela difusdo

intracelular as mitocondrias, etapa final no sistema de cascata respiratoria (GNAIGER
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et al., 1995). A falta de oxigénio leva a consequéncias fisiologicas e patoldgicas de
hipoxia variando de comprometimento de fungdes aerobicas até lesdo isquémica e morte
celular.

O perfeito funcionamento do coracdo depende da contracdo dos cardiomiocitos,
que por sua vez depende diretamente de sodio. Graves danos para o coragdo tais como
enfarte do miocardio e isquemia, t€m sido associados a apoptose de cardiomiocitos. A
isquemia do miocardio altera o metabolismo celular para a respira¢do anaerobica, o que
resulta em sobrecarga de célcio intracelular (HONG et al., 2015). O ion de sodio
também pode atuar em artérias grandes hipertensas através de uma modificagdo de sua
funcdo de conducdo (e subsequente alteragdo do fluxo sanguineo) ou de uma
modificacdo de sua fungdo de amortecimento. O Na atua sobre a rigidez das artérias
grandes e, portanto, sobre a estrutura e funcdo arterial. (SAFAR et al., 2010)

A deficiéncia de Mg € considerada outro fator de risco para o desenvolvimento
de doengas cardiovasculares. A suplementacdo de Mg atrasa o inicio da aterosclerose e
também dificulta seu desenvolvimento. O magnésio intensifica a saida de Ca das
células, ativando enzimas importantes que participam de processos metabolicos e de
fosforilacdo, competindo com Ca em muitas de suas fungdes. A relagdo entre
deficiéncia de Mg e hipertensao arterial ainda nao foi totalmente estabelecida. Contudo,
pelo menos dois tipos de hipertenséo - flutuante e por excesso de Ca e renina - podem
estar relacionados a deficiéncia de Mg. (TUBEK, 2006)

O Fe ¢ um elemento essencial para quase todos os organismos vivos, pois
participa de uma grande variedade de processos metabolicos, incluindo transporte de
oxigénio, sintese de acido desoxirribonucleico (DNA) e transporte de elétrons. No
entanto, como o Fe participa do processo biologico de oxidagdo e pode formar radicais
livres, a sua concentragdo nos tecidos do corpo deve ser rigorosamente regulada, pois
em quantidades excessivas pode causar a danos nos tecidos. Os disturbios do
metabolismo do ferro estdo entre as doencas mais comuns dos seres humanos e
abrangem um amplo espectro de doencas com diversas manifestagdes clinicas, desde
anemia até sobrecarga de Fe e, possivelmente, doengas neurodegenerativas. A
deficiéncia de Fe esta associada a alteragcdes dos mecanismos de imunidade ¢ também

ao aumento das taxas de morbidade. (ABBASPOUR et al., 2014)
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Os elementos Mg, Cu e Fe, analisados neste trabalho, sdo considerados
essenciais e exercem papeis importantes na reducdo do risco de doenga cardiovascular.
Estudos mostram, entretanto, que o Zn tem um duplo papel quando se trata de doencas
cardiovasculares, ao serem associados a efeitos benéficos ou maléficos, dependendo de
varios fatores. (TUBEK, 2006)

Zn desempenha uma funcdo na regulacdo da pressdo arterial e faz parte da
etipatogénese da hipertensdo arterial. Ele pode dar origem a acumulagdo intracelular de
jons Ca®", resultando em hipertensdo, mas sua deficiéncia pode reduzir a vasodilatagio.
Além disso, a deficiéncia de Zn resulta na diminui¢do da atividade da enzima
conversora de angiotensina I, que precisa de Zn em seu centro ativo. Zn também ¢
considerado um bloqueador de canal Ca. Varios estudos experimentais mostraram a
atividade hipotensiva e protetora de Zn contra o desenvolvimento da hipertensdo.
Entretanto, outros trabalhos revelam uma correlacdo negativa entre a concentragdo de
Zn no soro sanguineo e a hipertensdo arterial. (TUBEK, 2006)

O Cu ¢ necessario para a formagao de glébulos vermelhos e mantém os vasos
sanguineos, 0s nervos, o sistema imunologico e os ossos saudaveis. O Cu ¢ associado a
varias enzimas intra e extracelulares que estdo envolvidas em importantes processos
metabdlicos, incluindo: a biossintese de catecolaminas, o transporte de Fe, sintese de
tecido conjuntivo e ainda possui importante papel antioxidante. (FERNS et al., 1997)

O Zn e o Cu no corpo possuem algumas fungdes fisiologicas importantes, mas
possuem regulamentacdes e restricdes entre si, de modo que as variagdes do conteudo
de Zn e relagdo Zn/Cu refletem os efeitos desses dois microelementos no corpo humano.
Um aumento de Zn e da relacdo Zn/Cu pode reduzir significativamente o nivel de
lipoproteinas de alta densidade (HDL) e aumentar os niveis de triglicerideos, colesterol
e lipoproteinas de baixa densidade (LDL), o que poderia causar aterosclerose ¢ doenga

cardiovascular (TANG et al., 2003).

26



Fundamentos teoricos

2.8. Fluorescéncia de raios X

A Fluorescéncia de raios X (XRF — do inglés: X-ray fluorescence) é uma técnica
ndo destrutiva utilizada para analise qualitativa e quantitativa multiclementar de uma
ampla variedade de amostras. Esta técnica ¢ baseada na medida das intensidades
(mimeros de raios X detectados por unidade de tempo) dos raios X caracteristicos
emitidos pelos elementos que constituem a amostra quando devidamente excitada por
fontes de radiagdo como tubos de raios X, radia¢do sincrotron, entre outras.

Quando a radiagdo eletromagnética incide e interage com uma amostra, alguns
tipos de interacdo com a matéria podem ocorrer: absor¢do, emissdo e espalhamento de
radiagdo eletromagnética (SKOOG et al., 2009). O tipo de interagdo depende da energia
do foton de raios X e niumero atomico do elemento (KNOLL, 2000)

Ao interagir com a matéria, existe a possibilidade dos fotons serem absorvidos,
emitidos ou espalhados, diferenciando a interagdo de acordo com o nimero atdomico do
elemento e da energia do foton que com ele interage. Para energias proximas de lkeV
interagindo com elementos de baixo niimero atdmico, o efeito fotoelétrico ¢ o efeito

predominante, seguido pelo efeito Compton (Figura 5).

Figura 5 — Probabilidade de ocorréncia de efeitos fotoelétrico, Compton e producdo de

pares. Adaptado de KNOLL, 2000.
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A Figura 6 ilustra o mecanismo para as emissoes de raios X caracteristicos.

Figura 6 — Ilustracdo da emissao de raio X caracteristico entre. (Fonte -

https://efeitofotoeletricoecompton.webnode.com.br)

Suponhamos um atomo irradiado por um foton incidente de energia igual ou
superior a energia de ligacdo do elétron de uma determinada camada (nivel energético)
do material alvo. Este foton pode interagir com o elétron dessa camada e, ao quebrar a
barreira de potencial do elétron naquele nivel de energia, o retira do orbital produzindo
uma vacancia. O atomo fica entdo num estado excitado e tende a se estabilizar
naturalmente. Para isso, ocorre um rearranjo eletronico, onde um elétron de um orbital
mais externo realiza um salto quantico para preencher a vacancia oriunda da eje¢do do
elétron. Ao realizar a transi¢ao eletronica existe a liberagdo de energia, na forma de um
foton de raios X, de energia igual a diferenga entre as energias dos orbitais. Este foton

possui uma energia bem definida que ¢é caracteristica para cada elemento. Por esse

motivo sdo chamados de raios X caracteristicos.
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A energia dos raios X caracteristicos emitidos pelos elementos pode ser

calculada de modo aproximado pela equagdo (1) (OKUNO & YOSHIMURA , 2010):

1
-
ng

E=13,65-(Z—b)2-< - ) (1)

S

Onde:

E = energia dos raios X (medida em eV);

n;, nf = numero quantico principal do nivel inicial e final do salto quantico,
respectivamente;

Z = numero atdmico do elemento emissor dos raios X;

b = constante de Moseley, com valores iguais a 1 e 7,4, para as camadas K e

L, respectivamente.

Pela equacdo (1), tem-se que a energia dos raios X emitida ¢ diretamente
proporcional ao quadrado do niimero atémico Z do elemento excitado. Esta equacdo ¢
importante para se compreender o conceito da proporcionalidade entre a energia (ou
amplitude do pulso produzido no detector) e o elemento a ser analisado em
equipamentos de fluorescéncia de raios X que fazem uso da dispersdo de energia com
detectores semicondutores.

De modo resumido, na XRF, a fluorescéncia emitida pelos elementos presentes
na amostra incide em um detector, que possui uma eletronica associada, capaz de
resolver a energia dos fotons incidentes com precisdo suficiente para fornecer uma
distribuicdo espectral de intensidades versus energia. Analisadores multicanais
computadorizados sdo utilizados para adquirir, mostrar o espectro (diferenciando as
energias) e realizar a analise dos dados.

A intensidade de qualquer pico no espectro de raios X é proporcional ao numero
de atomos que emitem fotons de energias atribuidas a esta linha. Porém varios fatores
devem ser levados em conta numa quantificacdo devido aos efeitos matriz. Os efeitos de
matriz sdo causados basicamente por processos de absorcdo e de intensificacdo (reforco)

do sinal de emissdo, por parte dos outros elementos que compdem a matriz amostral.
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A fragdo da radiagdo incidente que leva a emissdo de uma determinada linha de
raios X caracteristicos € determinada pela probabilidade de excitacdo (Pg,), que € o

produto de trés outras probabilidades (LACHANCE et al., 1995).

PEL- = Puiver * Piinha * Pfluorescéncia (2)

Onde:

Ppiver € a probabilidade da radiagdo incidente retirar elétrons de um dado nivel
quantico. Pode ser o nivel K, L, M, N, etc.;

Pjinna € a probabilidade que uma determinada energia seja emitida dentro de sua
série. Para um elétron retirado do nivel K podemos ter as seguintes transicdes do nivel
L: K-L2 e K-L3;

Priuorescencia € @ probabilidade de ocorrer emissdo de fluorescéncia de raios X
ao invés do processo Auger, a partir de uma transicdo realizada entre dois estados
quéanticos.

A probabilidade de a radiacdo incidente retirar elétrons de um determinado nivel

estd fortemente ligada com a fracdo da radiacdo que ¢ absorvida no mesmo nivel

(LACHANCE et al., 1995).

2.8.1. Energia de corte de absor¢do

Como mencionado anteriormente, para que ocorra uma transicdo entre dois
estados quanticos € necessario que um elétron seja liberado do 4tomo. Para que isso
ocorra, a energia de excitacdo minima deve ser igual ou superior a energia de ligacdo do
elétron ao orbital de origem. Essa energia de ligacdo eletronica ¢ denominada energia de
corte de absor¢@o. A Figura 7 representa o corte de absor¢do (ou energia de ligacdo) dos

elétrons nos niveis K, L e M em fun¢do do niimero atomico.
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Figura 7 — Energia de ligag¢@o ou corte de absor¢ao nos niveis K, L e M em fungéo do

numero atdomico (NASCIMENTO, 1999).

Em geral, a energia critica de excitagdo refere-se a energia de ligagdo, visto que
essa representa a menor energia necessaria para que elétrons possam ser ejetados de um
atomo. Sendo assim, para que ocorra emissdo de raios X caracteristicos ¢ necessario que

a energia da radiagdo incidente seja igual ou superior a estas energias de ligacao.

2.8.2. Rendimento da fluorescéncia

Sabe-se que a desexcitacdo de 4&tomos pode ocorrer ndo apenas pela emissdo de
radiagdo eletromagnética, mas também por outros processos concorrentes. Esses
processos sdo conhecidos como transi¢des radiativas e as transi¢des ndo radiativas. A
principal diferenca entre essas transicoes ¢ a emissdo de fotons, que ocorrem nas
transi¢des radiativas. (BAMBYNEK et al., 1972)

As transicOes radiativas podem ocorrer, se a energia do feixe incidente for
superior a energia de ligacdo de um elétron das camadas mais internas do a&tomo. Nesta
situacdo o elétron absorve parte da energia e entdo € ejetado, formando uma vacancia,
posteriormente ocupada por um elétron de uma camada superior, que ao ocupar a
vacancia emite um foton de raios X.

Algumas vezes o foton emitido ¢ absorvido dentro do proprio 4&tomo por outro
elétron do mesmo, ou de outra camada em que ocorreu a emissdo de energia

caracteristica e, ao invés de serem emitidos raios X caracteristicos, sdo emitidos
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elétrons, denominados elétrons Auger. Essa transicdo ¢ dita ndo radiativa, pois ndo
ocorre a emissdo de fotons.

Além do efeito de Auger, outra forma de transi¢do nao radiativa pode ocorrer
quando um elétron transita entre as subcamadas de uma camada atdmica com o mesmo
numero quantico principal. Por exemplo, um elétron transita da subcamada p para a
subcamada s da camada L, em vez de transitar da camada L para a K, como se verifica
no efeito de Auger. A esta transi¢@o intra camadas da se o nome de transicao de Coster-
Kronig. (COSTER & KRONIG, 1935)

O rendimento de fluorescéncia de uma camada ou subcamada atomica ¢ definido
como a probabilidade de que a vacancia naquela camada ou subcamada seja preenchida
por meio da transi¢do radiativa. Contudo, o calculo do rendimento de fluorescéncia de
uma camada ou subcamada i, w;, exige o conhecimento das probabilidades de
decaimento por todas as vias possiveis, sejam elas ndo radiativas (Pgy) ou radiativas

(Pg), da vacancia inicialmente criada em i. Este rendimento ¢ dado por:

PR

W= 5 )

PRr+PrN

A aplicacdo dessa definicdo para a camada K de um atomo, normalmente

contendo dois elétrons, ¢ direta. O rendimento de fluorescéncia para essa camada ¢:

I
Wy = i “

Onde:
Ix € o numero de fotons de raios X caracteristicos emitido pela amostra;

n; ¢ o numero de vacancias produzidas na camada K

A definicdo de rendimentos de fluorescéncia de camadas atdmicas mais altas é
mais complicada por duas razdes:
i) Camadas acima da camada K sdo constituidas por mais de uma subcamada

porque os elétrons podem ter diferentes niimeros quénticos de momento angular.
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O rendimento médio de fluorescéncia depende, portanto, em geral, de como as
camadas sdo ionizadas, uma vez que diferentes métodos de ionizacdo dao
origem a diferentes conjuntos de vacancias primarias.

i1) Transi¢coes de Coster-Kronig (COSTER E KRONIG, 1935) possibilitam que
uma vacancia primaria gerada em uma subcamada mude para outra subcamada

mais alta antes da vacancia ser preenchida por outra transigao.

Todos os conceitos, defini¢des e probabilidades para o calculo do rendimento da
fluorescéncia pode ser encontrado em BAMBYNEK et al. (1972).

O rendimento de fluorescéncia pode ser definido como sendo entdo o nimero de
raios X efetivamente emitidos em relagdo ao nimero de vacancias produzidas em uma

dada camada (NASCIMENTO, 1999), representado na Figura 8.

Figura 8 — Rendimento da fluorescéncia das camadas K, L e M em funcao do

numero atdmico (Z) (NASCIMENTO, 1999).

Nota-se que had um baixo rendimento de fluorescéncia no nivel K para elementos
leves (de nimero atomico abaixo de 20), no nivel L o rendimento ainda ¢ baixo para os
elementos de numero atdmico abaixo de 60 e no nivel M para praticamente todos os

elementos (NASCIMENTO, 1999).
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2.9. Microfluorescéncia de raios X

A microfluorescéncia de raios X (uXRF) é uma variante da XRF que se
diferencia principalmente nas dimensdes e geometria do feixe. E baseada na excitacio
localizada de uma area microscopicamente pequena (na ordem de pm) na superficie de
uma amostra, fornecendo informacdes da distribuicdo espacial de elementos
majoritarios € minoritdrios no material de estudo. Por esse motivo, a pXRF ¢ uma
técnica bastante atrativa para a analise local e para 0 mapeamento elementar em varios
tipos de materiais (BERNASCONI et al., 1994).

Assim como na XRF um feixe primario de raios X irradia uma area (no caso da
uXRF o feixe na ordem de poucos micrometros) de uma amostra e induz a emissao de
raios X fluorescentes desta area. Um detector semicondutor coleta a radiagdo
fluorescente que transporta informagdes sobre a composicao local da amostra. Contudo,
na uXRF, a amostra entdo ¢ movida por motores controlados por um computador,
permitindo assim obtengdo de informagdes elementares do préoximo ponto. Este
procedimento ¢ realizado de forma a varrer toda a amostra em analise. O mapeamento
elementar ¢ realizado dividindo-se a area a ser analisada em pixels (Figura 9), e para

cada pixel, ¢ obtido um espectro de fluorescéncia de raios X (PRINS et al., 1984).

Figura 9 — Exemplo de matriz utilizada para a analise por uXRF em uma aorta de rato

SHR.
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As dificuldades na exploracao deste método estdo relacionadas com a produgdo
de feixes de raios X suficientemente intensos e de dimensdes micrométricas para que se
obtenham microanalises sensiveis. H4 poucos anos atras se considerava muito dificil
focalizar um feixe de raios X de pequenas dimensdes e a solugdo deste problema
somente apareceu recentemente com o uso da radiagdo sincrotron.

A pXRF ¢ um poderoso método para a analise de amostras biologicas, tendo as
vantagens de um baixo limite de deteccdo (0,01 pg/g), pequeno dano térmico e na
maioria dos casos as medidas podem ser realizadas no ar (EKTESSABI et al., 1999). O
uso dessa técnica em associagdo com a radiacdo sincrotron (SR-uXRF) permite maior
sensibilidade para a analise de concentragdes muito baixas e possibilita estudar amostras

da ordem de micrometros.

2.10. Radiacao Sincrotron associada a Fluorescencia de raios X

A luz, ou radiagdo, sincrotron é um tipo de radiagdo eletromagnética de alto
fluxo e alto brilho que se estende por uma faixa ampla do espectro eletromagnético
desde a luz infravermelha, passando pela radiacdo ultravioleta e chegando aos raios X.
Ela ¢ produzida quando elétrons relativisticos sdo acelerados e t€m sua trajetoria
desviada por campos magnéticos. Entdo, ¢ emitida radiagdo em uma ampla faixa do
espectro eletromagnético, a radiacdo sincrotron (CASTILHO, 2006). A Figura 10

mostra uma vista esquematica de uma instalacdo sincrotron.
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Figura 10 - Vista esquematica planar de uma instalagdo de radiag@o sincrotron. (figura

adaptada de BALERNA & MOBILIO, 2015)

O processo de produgdo de luz sincrotron ¢ iniciado pela aceleracdo de elétrons
em um acelerador linear (Linac) até que sua energia atinja a ordem de MeV. Entdo, os
elétrons sdo direcionados para um acelerador circular, chamado Booster, onde atingem
uma energia na ordem de GeV. Em seguida, o feixe de elétrons ¢ injetado em um anel
de armazenamento, onde se encontram trés dispositivos basicos: Os imas de deflexao,
que sdo formados por imas dipolares que produzem um campo magnético homogéneo
no sentido vertical. Eles s@o responsaveis pela deflexdo do feixe de elétrons e
consequentemente pela producdo de luz sincrotron; Os quadripolos ou sextupolos, que
estdo situados nos trechos retos do anel e servem para focalizar os elétrons e reduzir as
aberragdes cromaticas e; as cavidades de radio frequéncia, que estdo situadas em um ou
mais trechos retos, sdo responsaveis por fornecer aos elétrons, em cada passagem pelo
seu interior, a energia perdida em cada volta devido a radiacdo produzida nas partes
curvas de suas trajetorias aumentando, assim, o tempo de vida do feixe
(MARGARITONDO, 1995).

Os anéis de armazenamento mais avangados sdo chamados de sincrotrons de
terceira geragdo. Eles sdo baseados em duas caracteristicas principais: baixa emitancia e

muitas segdes retas para dispositivos de inser¢do como, por exemplo, wigglers e
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onduladores (Figura 11). Esses dispositivos consistem em um arranjo de imas
projetados para desviar periodicamente a trajetoria dos elétrons gerando feixe de
radiagdo de maior energia e maior fluxo. As fontes de terceira geragdo sdo capazes de
fornecer radiagdo cerca de 10.000 vezes mais brilho do que as fontes de segunda

geracdo. (SHENOY, 2003)

Figura 11 — Layout geral de um anel de armazenamento de terceira geragdao. (SHENOY,

2003)

Os feixes de raios X obtidos em uma maquina de luz sincrotron sdo
extremamente intensos, colimados e dotados de um elevado grau de coeréncia
longitudinal (espacial). Além disso, com a utilizagdo de cristais monocromadores ¢
possivel obter feixes monocromaticos com energia selecionavel dentro de um amplo
espectro de energia (ARFELLI et al, 2000).

A técnica de Fluorescéncia de raios X por radiagdo Sincrotron (SRXRF) difere
da XRF convencional pelo fato de empregar a luz sincrotron como fonte de excitagao.
Este tipo de fonte tem proporcionado melhoras significativas na deteccdo dos
elementos, decorrentes das proprias propriedades fisicas deste tipo de radiacdo. Assim,
atualmente, pesquisadores aplicam a SRXRF, por exemplo, na area médica, num estudo
de avaliacdo da composicdo elementar de tecidos humanos saudaveis e doentes

(BAZHANOVA et al., 2007)
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De um modo geral, a microanalise pode ser utilizada em vérios tipos de
amostras, tais como, aerossois, sedimentos em suspensdo, residuos de descarga de
armas de fogo, tecidos, amostras biologicas ou ndo bioldgicas em geral. (GRIEKEN;

XHOFFER, 1992; HOLYNSKA, 1997; JANSSENS,1994).

2.11. Fluorescéncia de raios X de baixa energia (LEXRF) - TwinMic

As duas configuragdes tipicas de microscopia de raios X mais usadas sdo a
microscopia de transmissdo (TXM, do inglés: transmission X-ray microscopy) ¢ a
microscopia de varredura (STXM, do inglés: scanning transmission X-ray microscopy).
No modo de imagem STXM, a amostra é varrida por um microfeixe de raios X,
enquanto os sinais emitidos e transmitidos podem ser adquiridos simultaneamente por
sistemas de detec¢do adequados, tornando este modo de imagem preferivel para
mapeamento elementar e analise quimica (KIRZ et al., 1992). Por outro lado, os estudos
morfoldgicos com imagens de exposi¢do Unica por microtomografia, por exemplo, sdo
tipicamente realizados por TXM, onde amostra ¢ atingida por uma fonte de raios-X e
uma lente objetiva cria uma imagem ampliada da amostra em um detector de matriz de
pixels bidimensional (SCHMAHL et al., 1993).

Em 2001, o Sincrotron Elettra, localizado em Trieste (Itdlia), comegou integrar
as vantagens destes dois tipos de microscopias, STXM e TXM, de forma complementar
e simultdnea, em um Unico instrumento. A partir desse projeto foi criada a TwinMic
(KAULICH et al., 2006). Ela ¢ a tnica linha, a nivel mundial, que combina esses dois
tipos de microscopia em um unico instrumento.

A linha de luz de espectroscopia de raios-X, TwinMic, foi otimizada para operar
tanto em STXM quanto em TXM pela utilizagdo de um ondulador hibrido curto com
fonte intermediaria e propriedades de divergéncia que podem ser comparadas com
fontes de ima de deflexdo e também com onduladores convencionais. A Figura 12
mostra um Esquema da linha de luz TwinMic desde a saida do feixe do anel de
armazenamento até a estacdo experimental. O feixe de raios X gerado pelo ondulador ¢
colimado por um espelho cilindrico (M) disposto verticalmente em um monocromador
de grade plana (M, + G), a fim de adaptar o fluxo de f6tons e a resolugdo de energia aos

requisitos experimentais. O espelho toroidal (M3) € responsavel por focalizar o feixe
38



Fundamentos teoricos

para a fonte secundaria (SS), que consiste em aberturas circulares (com diametros de 15,
25,35, 50, 75 100 ou 150 um) servindo como fenda de saida possibilitando o ajuste do

tamanho e fluxo final da fonte.

Figura 12 — Esquema da linha de luz TwinMic com fonte de raio-X gerada a partir de
um ondulador hibrido curto (SU5.6), orificio de pinhole (PH), espelho cilindrico de
colimagdo (M1), monocromador de grade plana (espelho plano (M2) e grade plana (G)),
espelho toroidal (M3) e fonte secundaria de raios-X (SS). (Gianoncelli et al, 2016)

A linha de luz TwinMic traz um sistema de raios X de baixa energia (LEXRF)
operado no regime de raios X moles (numa faixa de 400 a 2200 eV). Foi projetada para
atender varias areas de pesquisa tais como: ciéncias ambientais, agricultura,
nanotecnologia, materiais entre outros. Essa linha vem sendo amplamente utilizada
especialmente para pesquisas na area bioldgica por fornecer a distribuicdo de elementos
de baixo nimero atdmico como carbono, nitrogénio, oxigénio, sédio, magnésio e outros
elementos de fundamental importancia para o metabolismo de sistemas biologicos, a
nivel celular e intracelular (KAULICH et al., 2009).

A Figura 13 mostra os elementos que sdo de possivel analise pela TwinMic.
Como ¢ possivel observar, para elementos de baixo nimero atdmico o rendimento da
fluorescéncia ¢ muito baixo. Esse problema ¢ contornado devido ao setup experimental
desta linha, que sera descrito mais adiante, e também, o tipo de preparacdo da amostra,

tornando possivel a analise desses elementos.
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Figura 13 — Elementos acessiveis com a utilizagdo da TwinMic (Adaptada de:
https://www.elettra.trieste.it/lightsources/elettra/elettra-beamlines/twinmic/info-for-

users.html)

A Figura 14 mostra a linha TwinMic e, de maneira geral, os componentes
constituintes do sistema: a saida do feixe de raios X bem como toda a eletronica
necessaria para a utilizagdo da linha. Dentro do sistema a vacuo (10° mbar) se
encontram as lentes de Fresnel, a amostra, e os oito detectores SDDs, minimizando
assim, os efeitos de absor¢do e espalhamento do feixe de raios X no ar

(GIANONCELLI et al., 2013; KAULICH et al., 2009).
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Figura 14 — Linha TwinMic, Elettra — Italia.

Para as medigoes utilizando o modo STXM, o feixe atinge uma zona Optica
(lentes de Fresnel), passa por um sistema seletor de abertura OSA — order sorting
aperture, e atinge a amostra. Oito detectores do tipo SDD (Silicon Drift Detectors)
dispostos circularmente em torno do feixe e a 20° em relacdo as amostras, captam as
energias fluorescentes para formar as imagens por varredura, os mapas de fluorescéncia.
Cada um dos 8 detectores possui area ativa de 30mm?, largura & meia altura (FWHM)
de 135 eV a 5,9 keV e 69 eV para a linha Ka do Carbono e eficiéncia maior que 90%. A
distancia entre detectores e amostra ¢ de 28 mm.

Os detectores do tipo SDDs sdo ideais para a detec¢do de fotons de baixa energia
que proporcionam uma capacitancia de saida muito baixa de algumas femto-Farads
(~1071% Faradays). Isto permite reduzir significativamente o ruido eletronico,
quando comparados aos detectores de diodo de Si convencionais com area ativa e
espessura equivalente. (GIANONCELLI, et al., 2016).

Simultaneamente as medidas de STXM, apds passar pela amostra, o feixe
transmitido atinge uma tela de fosforo, converte os raios X em luz visivel, passa por
uma primeira lente de distancia focal f1=15mm, atinge um espelho que reflete a luz

visivel para uma segunda lente de foco f2=50mm e converge finalmente para a camara
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CCD. Os sinais sdo captados através da camara CCD e formam-se as imagens de
absor¢ao, referentes a TXM.

A Figura 15 representa um esquema do setup da estacdo experimental da
TwinMic. De forma resumida o setup para realizacdo de medidas nessa linha funciona
da seguinte forma: o feixe passa pela lente de Fresnel e atinge a amostra produzindo os
raios X caracteristicos. Esses raios X sdo coletados pelos oito detectores SDD e entdo
sdo gerados os espectros fluorescentes. Simultaneamente, os raios X que passam pela a
amostra, apos o processo descrito anteriormente, sdo coletados pela camara CCD
formando as imagens de absor¢do da amostra. Ao final das medidas t€ém-se informagdes

morfologicas e quimicas da amostra analisada.

Figura 15 — Esquema do Setup da TwinMic.

Usando fluorescéncia de raios X de baixa energia (LEXRF) obtemos a analise
estrutural (qualitativa) e a andlise elementar (semiquantitativa) possibilitando uma
completa analise da amostra. A informacao semiquantitativa ¢ obtida através dos mapas
de distribui¢do elementar normalizando as intensidades obtidas nos mapas (ponto a
ponto) pelas intensidades de espalhamento Compton e Rayleigh (ineléstico e elastico).

Muitos trabalhos com grande impacto cientifico no ambito biologico e médico
vém sendo realizados na linha TwinMic com amostras bioldgicas.

TREVISAN (2016) investigou se a acumulacdo de Fe induzida pela inalagdo de

fibras de amianto tinha relagdo com a acumulagdo de ions de célcio no pulmdo de ratos
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expostos ao amianto. MEROLLE et al. (2016) fizeram analises de repetibilidade e
reprodutibilidade para a estatistica usada em trabalhos de andlise a nivel celular
comparando o conteiido elementar de células de adenocarcinoma de célon humano
obtidos por trés acessos diferentes. KOUROUSIAS (2015) estudaram a alta resolucdo
da linha de luz TwinMic usando raios X moles, para uma rapida sondagem de
caracteristicas de distribuicdo de nanoparticulas e o sofrimento nas células expostas a
radiacdo. PASCOLO et al. (2014) estudaram distribuicdo a multielementar na jugular
para melhor compreender a ligagdo entre doengas neurodegenerativas e drenagem
venosa cerebral. MANTUANO et al. (2016) analisaram alteracdes de Na, Mg e Fe em
tecido cardiaco de ratas que foram submetidas a protocolos de quimioterapia e

radioterapia para compreensao de possivel cardiotoxicidade devido a esses tratamentos.

2.12. Coeficiente de atenuacao

Quando um feixe de fotons atravessa um determinado material, sofre atenuacdo
devido a interacdo dos fétons com os atomos do material. No caso de um feixe de raios
X, esta interacdo ocorre, normalmente, por meio dos seguintes processos: efeito
fotoelétrico, espalhamentos Rayleigh e Compton.

A soma das probabilidades de ocorréncia de tais efeitos € a probabilidade por
unidade de comprimento que o foéton de raios X percorre na amostra, chamada de

coeficiente de atenuagdo linear como mostra a equagao:

M= Tfotoelétrico + 0_compton + Krayleigh (6)

Cada um desses processos tem uma probabilidade de ocorréncia, que ¢ dada pelo
valor da se¢@o de choque. Tal valor depende da energia do foton incidente e do tipo de
atomo (niimero atdmico) constituinte do material. Assim, a se¢@o de choque ¢,
basicamente, uma maneira de expressar numericamente a probabilidade de que um tipo
de atomo faga com que um féton, com uma dada energia, sofra um determinado
processo.

Uma forma de quantificar o processo de interagdo da radiagdo com a matéria é
verificar a fragdo de intensidade de radiacdo atenuada pelo meio material. Esse

parametro ¢ exatamente o coeficiente de atenuagdo linear, que depende da energia da
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radiagdo eletromagnética incidente e da natureza do meio material. O calculo do
coeficiente de atenuacdo linear de um determinado material depende da intensidade do
feixe incidente (/;), da intensidade do feixe transmitido (/;), da espessura (x) do maerial
e do angulo de incidéncia do feixe I; (6y). Este parametro pode ser calculado através da
equagdo 7:

“HE)X
sin 6,

lj=1,-e (7

Sendo 6, igual a 90°, tem-se:

1
Wy = —5 In (8)

O coeficiente de atenuagdo linear também depende do estado fisico do meio
material. Para eliminarmos esta dependéncia, outro pardmetro pode ser definido através
da razdo do coeficiente de atenuacdo linear e da densidade do meio material. Essa
grandeza ¢ chamada de coeficiente de atenuagdo em massa.

O coeficiente de atenuagdo em massa ¢ um parametro fundamental no estudo da
interacdo da radiacdo com a matéria. Ele fornece a medida da fracdo da intensidade de
radiagdo dispersada ou absorvida pela matéria através dos diversos tipos de interacao.

A partir do estudo de como a radiacdo interage com um dado material, se torna
possivel a determinag@o do coeficiente de atenuacdo daquele material. A determinagéo
desse coeficiente para amostras de tecidos bioldgicos gera um novo pardmetro de
comparagdo entre amostras.

Esse parametro foi calculado anteriormente na literatura, para amostras
biolégicas, utilizando LEXRF (MANTUANO et al., 2016). Neste trabalho o autor
calcula os coeficientes de atenuag@o para analise de alteragdes em tecidos cardiacos

apos o tratamento de quimioterapia e radioterapia.
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CAPITULO IIT

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Protocolo experimental

3.1.1. Animais

Para a realizagdo deste trabalho dezoito ratos Rattus norvegicus albinus da
linhagem Wistar-SHR (Spontaneously Hypertensive Rats), e seis ratos Rattus
norvegicus albinus da linhagem Wistar-Kyoto, inicialmente com idade aproximada de
dois meses e pesando entre 220 e 240 gramas, foram mantidos no biotério do
Laboratério de Ciéncias Radiologicas (LCR) localizado na Universidade do Estado do
Rio de Janeiro (UERJ). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as
diretrizes internacionais de protecio animal e foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (Processo
CEA/018/2018).

Os animais permaneceram em gaiolas de plastico apropriadas (trés ratos por
gaiola), contendo serragem, e receberam uma alimentacdo normal com agua potavel e
racdo (Nuvilab ® CR1) ad libitum. Durante todo o procedimento, os animais foram
submetidos a ciclos de luminosidade (ciclo 12 horas dia/12 horas noite) e temperatura
(22°C) controlada. Os ratos foram divididos em quatro grupos, de forma randémica
(com exce¢do do grupo WKY, composto por todos os ratos do tipo Kyoto utilizados
durante a pesquisa), de acordo com o tratamento no qual foram submetidas, conforme
pode ser observado na tabela 2. Os animais do grupo denominado WKY e SHR ndo
foram submetidos a nenhum tratamento, sendo o grupo controle ndo hipertenso e

controle hipertenso, respectivamente.
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Tabela 2 — Distribuigdo dos animais, de acordo com o tratamento realizado.

Grupos Linhagem N::ille;;isde Tratamento

WKY Kyoto 6 -

SHR SHR 6 -
SHR-L SHR 6 Losartana potéssica (25mg/kg)
SHR-O SHR 6 Olmesartana (30mg/kg)

3.1.2. Aferi¢do da pressdo arterial

O controle da pressao arterial de todos os ratos utilizados no estudo foi feito por
técnica indireta utilizando um pletismoégrafo de cauda, obtido pelo LCR-UERJ,
fabricado pela empresa Insight. Antes da primeira afericdo os ratos passaram por um
processo de adaptagdo do recipiente de contencdo, o qual foi fornecido junto com o
pletismografo, durante uma semana para minimizar o estresse € a possivel variacdo de
pressdo devido ao novo estimulo.

O protocolo utilizado para a afericdo da pressdo dos ratos consistiu no prévio
aquecimento dos ratos a uma temperatura de 32° durante 20 minutos. Para isso, os ratos
foram mantidos em uma estufa com temperatura controlada durante esse tempo. Esse
procedimento € necessario para que haja uma vasodilatagdo na cauda do rato e assim,
torna-se possivel a medig@o da pressdo arterial. Posteriormente os ratos foram colocados
no recipiente de contengdo para sua imobilizacdo ¢ entdo foi realizada a aferi¢do da

pressdo arterial como mostra a Figura 16.
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Figura 16 — Aferi¢do da pressao arterial utilizando o pletismografo de cauda Insight.

Esse procedimento foi realizado pela primeira vez quando os ratos tinham 10
semanas de idade e entdo uma vez por semana durante todo o estudo.
A Figura 17 mostra a interface do programa de utilizacdo do pletismografo que

permite a aquisi¢do das pressoes arteriais.

Figura 17 — Interface do programa para aferi¢do da pressao arterial.

3.1.3. Administragdo dos anti-hipertensivos

Para a administracdo dos medicamentos foi utilizada uma técnica alternativa a
tradicional gavagem (ATCHA, et al., 2010). Esta técnica consiste em treinar os animais

a tomarem o medicamento espontaneamente utilizando uma seringa e como veiculo,
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agua com 10% de sacarose. Visto que este trabalho tem o objetivo de estudar ratos
hipertensos, esse metodo foi adotado a fim de reduzir os efeitos adversos como o
sofrimento devido a restrigdo fisica e ao estresse associado ao procedimento de
gavagem em ratos.

Todos os medicamentos foram preparados frescos a cada dia experimental em
uma solucdo de sacarose a 10% para disfargar qualquer sabor aversivo das drogas. Cada
rato ingeriu 1 ml de solucdo (agua + 10% sacarose + dose de medicamento) por dia de
tratamento. A Figura 18 mostra um animal recebendo sua dose diaria de anti-

hipertensivo pelo método descrito.

Figura 18 — Administra¢do dos anti-hipertensivos.

3.1.4. Eutanasia dos animais

Um dia ap6s do término do tratamento, os animais (com aproximadamente cinco
meses de idade) foram anestesiados com xilasina e ketamina (2mg/kg e 40mg/kg, IM), e
submetidos a eutandsia para a retirada dos tecidos.

Depois de anestesiados, a caixa toracica foi aberta para obtencdo de sangue

intracardiaco e posteriormente uma injecdo de cloreto de potassio foi aplicada
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diretamente no ventriculo esquerdo. Esse procedimento garante que todos os animais
teriam parada cardiaca em diastole, como forma de padronizagdo. Posteriormente o

coracdo, aorta e coronaria foram retirados, limpos e pesados.

3.2. Preparacido das amostras para analise por pXRF

Apos a eutanasia dos animais, as aortas e coronarias foram colocados em uma
solugdo preparada de formaldeido (4% w/v) em 0,1M de tampdo de fosfato, pH 7,2,
durante 48 horas a temperatura ambiente, processado para microscopia Otica e entdo
incorporado em Paraplast plus (GONZALEZ, 2005). O Paraplast ¢ composto por uma
mistura de parafina ultrapura e diversos polimeros. Esse material possui um maior grau
de elasticidade quando comparado a parafina normal, permitindo cortes limpos e
minimizando as rugas em amostras de tecidos. O paraplast representa um avango
técnico e ¢ recomendado para rotina e trabalhos de pesquisa utilizando tanto tecidos
humanos quanto de animais. O paraplast plus, por conter sulféxido de dimetilo, possui
uma rapida penetracdo no material, reduzindo o tempo de processamento do tecido.
(CULLING, 2013)

A aorta e a coronaria de cada animal foram incluidas em um unico bloco de
Paraplast plus. Foram feitos cortes de 5 um de espessura de cada bloco utilizando um
microtomo e entdo, colocados sobre um filme Ultralene no Laboratorio de

Imunofarmacologia-IOC-FIOCRUZ, Rio de Janeiro.

3.3. Instrumentac¢io (TwinMic)

A linha TwinMic faz parte de um anel de luz sincrotron de terceira geracdo de
(KAULICH et al., 2006). Esta linha de trabalho destina-se a analise da composicdo
quimica multiclementar em uma faixa de baixa energia (400-2200 eV)
(GIANONCELLI et al., 2013), como foi descrito no 2.11 deste trabalho. Os resultados
apresentados neste trabalho foram obtidos durante a execugao do projeto 20165187.

Apoés as amostras serem cortadas e postas sobre o ultralene, como relatado na
sessdo 3.2, os filmes contendo as amostras foram montados em um suporte proprio para
realizacdo das medidas na TwinMic. Um exemplo desse suporte ¢ apresentado na

Figura 19.
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Figura 19 — Foto do porta amostra utilizado na TwinMic.

Apos a analise das possiveis regides de interesse previamente identificadas por
um microscopio oOptico, imagens rapidas de absorcdo foram feitas nas amostras para
identificar e localizar as regides de interesse para realizagdo das medidas de LEXRF.
Para aquisicdo dessas imagens foi utilizada matrizes de 80 x 80 pixels com uma
resolugdo espacial de Ium x 1pm com tempo de aquisi¢do de 20 ms por pixel.

A Figura 20 mostra uma montagem com as de imagens prévias de absor¢do
feitas para a identificagdo e marcacdo de coordenadas dos ROIs para as medidas de
LEXRF. As matrizes representadas nas figuras exemplificam as regides de interesse

escolhidas para a realizacdo das medidas e constru¢do dos mapas de LEXRF e absorgéo.

Figura 20 — Mosaico feito a partir das imagens de absor¢@o obtidas na TwinMic da A)
aorta ¢ B) coronaria para localizagdo das coordenadas dos ROIs de interesse para

medidas de LEXRF.
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Foi utilizado um feixe monocromatico com uma energia incidente efetiva de
1,49 keV para a obtencdo dos mapas de LEXRF e de absorcdo. Esta energia foi
calculada previamente pelo software dedicado da linha TwinMic.

O tempo de exposicao por pixel utilizado foi de 12 segundos com um campo
total variando de acordo com a amostra. O campo maximo utilizado foi de 80 x 80 um?
para os mapas de LEXRF, com resolu¢do espacial de 1,2 pm. Simultanecamente, a
intensidade transmitida foi medida pela cdmara CCD de rapida aquisi¢do para obtengdo
dos mapas de absorgdo, com um tempo de exposi¢do de 20 ms.

A Figura 21 mostra o software dedicado da linha TwinMic durante a medida de
uma aorta de um rato SHR. A partir desse software € possivel posicionar e controlar a
amostra e também iniciar ou pausar a medida. Durante a realizagdo das medidas o
software apresenta os espectros gerados a partir de cada detector. Cada cor representa o
espectro referente a um detector. Foram analisados elementos leves como: C, N, O, Na,
Mg (linha K) e Fe, Cu e Zn (linha L).

Os mapas de fluorescéncia, absorcdo e contraste de fase pixel a pixel em tempo

real sdo também fornecidos.

Figura 21 - Software dedicado de aquisicdo de imagem de fluorescéncia, absorgao e

contraste de fase utilizado na TwinMic.

Os espectros gerados pelos oito detectores sdo somados pelo proprio software da

linha. O espectro soma ¢ gerado para cada pixel possibilitando a forma¢do um mapa de
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distribuicdo elementar. Para o ajuste dos espectros dos raios X caracteristicos,
determinag@o dos elementos e suas respectivas intensidades fluorescentes foi utilizado o
software PyMca®.

(0) PyMca® foi desenvolvido pelo grupo de softwares do “European Synchrotron
Radiation Facility” (ESRF), o laboratorio de luz sincrotron localizado em Grenoble, na
Franca. O software ¢ capaz de resolver a maioria das necessidades relacionadas a
espectroscopia de fluorescéncia de raios X. O programa permite o processamento
interativo e em lote de grandes conjuntos de dados e ¢ distribuido gratuitamente para
aplicagdes ndo comerciais. Sua politica de codigo aberto também o torna uma valiosa
ferramenta de pesquisa. (SOLE et al., 2007).

Para a analise dos espectros utilizando o PyMca sdo necessarios arquivos de
calibragdo, que relacionam os canais do detector com a energia, e arquivos de
configuragdo, que traz informagdes sobre energia do feixe incidente, filtros utilizados e
elementos presentes no espectro. Um manual com o passo a passo para obtencdo desses
arquivos e completa andlise do conjunto de espectros pode ser encontrado em Pickler
(2015).

A Figura 22 mostra a interface do software com o fit de um espectro de uma
amostra de coronaria. E possivel observar, com destaque, os elementos O, Na, Mg ¢ o

pico Compton.
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Figura 22 — Exemplo do espectro de uma amostra de coronaria analisado com o

software PyMca®.

Apobs o processamento dos espectros referentes a cada amostra ¢ gerado um
arquivo de saida .dat com as intensidades elementares em cada pixel do mapa.

Todas as intensidades elementares foram normalizadas pela intensidade do pico
Compton. O espalhamento Compton foi utilizado como um padrdo interno para
compensar as diferengas na espessura e densidade nas secdes finas de tecido e também
possiveis flutuacdes do feixe. Desta forma, foi possivel a andlise semiquantitativa entre

os diferentes grupos.
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3.4. Ensaios histologicos

Cortes sequenciais das amostras emblocadas conforme descrito no item 3.2
foram feitos para analise histologica das arterias. Foram montadas laminas com cortes
de S5um de espessura para cada bloco. Na espessura em que sdo feitos os cortes
histologicos, a maioria dos tecidos apresentam-se incolores. A coloragdo ¢ uma etapa
importante para o estudo de células e tecidos, pois permite a visualizagdo e identificacdo
mais precisa das diferentes estruturas. As laminas contendo cortes de aortas e coronarias
foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) para possibilitar a quantificacdo dos
parametros estruturais das artérias.

A coloragdo HE é amplamente utilizada em ensaios histoldgicos por serem
adequados para evidenciar caracteristicas estruturais. A hematoxilina ¢ um corante
basico que cora o nucleo das células e regides do citoplasma que sejam ricas em reticulo
endoplasmatico rugoso em uma tonalidade azul-arroxeada. A eosina ¢ um corante acido
que cora outras regides citoplasmaticas, além de varios componentes extracelulares, em
tonalidade vermelho-rosada. Quando corantes acidos sdo utilizados juntamente com
corantes basicos como a hematoxilina, coram o citoplasma, filamentos citoplasmaticos e
fibras extracelulares. (CAPUTO et al., 2009)

As imagens digitais das laminas histologicas coradas com HE foram adquiridas
usando a cdmera microscopica de alta resolugdo Zeiss AXIOCAM HRc (Jena,
Alemanha), acoplada ao microscopio Zeiss AXIO SCOPE A.1 (Jena, Alemanha), de

forma a permitir a analise morfoldgica das artérias.

54



Resultados e discussoes

CAPITULO IV

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos pelas medidas de
LEXRF para as amostras de coronaria ¢ aorta de ratos para os grupos: WKY, SHR,
SHR+L, SHR+O. A metodologia de tratamento de cada grupo ¢ preparagdo de amostras
utilizadas encontra-se descrita no capitulo 3 deste trabalho.

O teste utilizado para todas as andlises estatisticas deste trabalho foi o one-way

ANOVA (analise de variancia com um fator) com o teste post-hoc Tukey

(MCDONALD, 2009).

4.1. Resultados de pressao arterial e frequéncia cardiaca

A afericdo da pressdo arterial de todos os ratos utilizados neste estudo foi
realizada uma vez por semana, desde a 10" semana de vida dos animais até o final do
experimento, como descrito no item 3.1.2. A Figura 23 mostra a variacdo média da

pressdo arterial dos animais de todos os grupos estudados durante todo o experimento.

Figura 23 — Pressao arterial sistolica (mmHg) dos grupos WKY, SHR, SHR+L e

SHR+O de acordo com a idade em semanas.

O acompanhamento da pressao arterial demonstrou o efeito dos medicamentos,

losartana potassica e olmesartana, ja na primeira semana de uso continuo. Foi possivel
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verificar uma diminuigdo significativa (p<0,001) da pressdo dos grupos WKY, SHR+L
e SHR+O em relagdo ao grupo de animais hipertensos nao tratados SHR. Contudo, o
grupo tratado com a losartana potassica ndo apresentou resultados que se assemelhavam
ao grupo WKY, o qual representaria uma pressdo normal esperada para ratos. Foi
encontrada uma diferenca significativa (p<0,05) entre o grupo SHR+L e o grupo WKY.
A maior eficacia da olmesartana em relagdo a losartana na diminui¢do da pressdo
arterial foi préviamente verificada na literatura (RIBEIRO & FLORENCIO, 2007).

O software de aquisigdo para afericdo da pressdo arterial fornece
simultaneamente informagdes sobre a frequéncia cardiaca. A Figura 24 mostra a
variagdo média da frequéncia cardiaca dos animais de todos os grupos estudados

durante todo o experimento.

Figura 24 — Frequéncia cardiaca (batimentos por minuto) dos grupos WKY, SHR,

SHR+L e SHR+O de acordo com a idade em semanas.

Nao houve variacdo significativa (p>0,05) da frequéncia cardiaca dos animais
em nenhum dos grupos estudados. Isto €, nenhuma variacdo da frequéncia cardiaca foi
constatada devido a hipertensao ou pelo efeito de algum dos medicamentos. Levando
em consideragdo a média das frequéncias cardiacas por grupo de estudo, durante todas
as semanas do experimento, a frequéncia maxima foi de 391 bpm enquanto a frequéncia

minima foi de 333 bpm.
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O peso dos animais foi mensurado na primeira semana de experimento e
posteriormente a cada duas semanas. Esse processo foi executado a fim de verificar
algum aumento ou diminuicdo anormal de peso dos ratos devido ao uso do
medicamento e também para o ajuste da dose dos mesmos de acordo com o crescimento
dos ratos. Nao foi verificada nenhuma variacdo de peso nos animais devido ao uso de
medicamentos. Foi constatado somente um aumento normal de peso devido ao aumento
da idade. Além disso, foi observado que os ratos da linhagem Kyoto sdo naturalmente

mais pesados que os ratos da linhagem SHR.

Figura 25 — Peso (em gramas) dos grupos WKY, SHR, SHR+L e SHR+O de acordo

com a idade em semanas.

4.2. Aorta

Como descrito no item 2.2.1 a aorta ¢ a maior e mais importante artéria do
sistema circulatorio do corpo humano. Dela se derivam quase todas as outras artérias do
organismo, com excecdo da artéria pulmonar. Ela possui paredes muito elasticas, que se
distendem com a sistole e impulsionam secundariamente o sangue para as outras
artérias, arteriolas, capilares, vénulas e veias. E a elasticidade desses vasos que mantém

a pressao sistolica em niveis normais. Sendo assim, a rigidez desses vasos condiciona o

aumento da pressdo sistolica, levando a hipertensdo. S@o artérias de conducdo, de
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grande calibre, formadas por fibras elasticas e musculares, com predominio das fibras

elasticas.

4.2.1. Analise histologica

A Figura 26 mostra imagens obitidas por microscopia optica das laminas coradas
com HE de aortas representativas de cada grupo de estudo, WKY, SHR, SHR+L e
SHR+O. Através de imagens obtidas por microscopia Otica das laminas histologicas
coradas com HE, se torna possivel o estudo de parametros como, por exemplo: largura
da tiinica média e didmetro do lumen (luz da artéria).

Foram feitas imagens das laminas das aortas de todos os ratos estudados. A
partir dessas imagens, foi medida a largura da camada média (média de 10 medidas para
cada aorta), o diametro do limen (média de 8 medidas para cada aorta), e
posteriormente foi possivel calcular a razdo largura da tinica média pelo diametro do
limen (M/L). O pardmetro M/L é um dos parametros mais utilizados para comparacao

de artérias de médio e pequeno calibre. (SCHIFFRIN et al., 2000).
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Figura 26 — Imagem obtida por microscopia Optica (objetiva de 5x) de aortas tipicas dos
grupos WKY, SHR, SHR+L, SHR+O coradas utilizando a técnica de hematoxilina-

eosina.

A tabela 3 mostra os valores obtidos da largura da camada média, do diametro
do lumen e a razdo M/L para as aortas dos grupos WKY, SHR, SHR+L, SHR+O.
Nenhuma diferenga na largura da tinica média foi observada em nenhum dos grupos
estudados. Entretanto, foi observado um aumento no didmetro do limen e uma
diminui¢do da razdo M/L nos dois grupos tradados com anti-hipertensivos quando

comparados aos grupos WKY ¢ SHR.
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Tabela 3 — Valores médios + erro padrao da espessura da tunica média (um), didmetro
do limen (pm) e razdo média/lumen (M/L) para artérias aortas dos ratos dos grupos

WKY, SHR, SHR +L e SHR + O.

WKY SHR SHR+L SHR+O

Espessura da
camada média (um)
Didmetro da luz

(um)
M/L 0,075+ 0,001 0,074 +£0.003 0,060+ 0,003*F 0,065 +0,001*

1223 +£2,8 125,6 £4,9 1154 +11,99 132,1£3,9

1566 + 28,8 1715+ 61,9 1820 + 58,2* 2023 + 25,5%F

*p <0.05vs WKY; ¥ p<0.05vs SHR ; £ p <0.05 vs SHR+L

Com a analise da razdo M/L, ¢é possivel entender como ocorre o remodelamento
das artérias devido a hipertensdo e como os mesmos sdo afetados por algum tipo de
tratamento. Schiffrin e coautores mostraram que os vasos de resisténcia exibiram
significativamente maior espessura média e M/L em pacientes hipertensos do que em
individuos normotensos. (SCHIFFRIN et al., 2000).

Para artérias de grande calibre, como a artéria aorta, pouco se tem na literatura
sobre a razdo M/L. Neste trabalho ndo foi encontrada diferenca significativa entre a
razdo M/L entre os grupos normotensos ¢ hipertensos. Entretanto, apesar da diminui¢ao
desse parametro devido ao uso dos BRAs ndo indicar um remodelamento da aorta
devido a hipertensdo, ¢ verificada a necessidade de outros estudos acerca desse assunto
para elucidar o tipo de remodelamento causado pelos anti-hipertensivos na aorta.

Em uma das laminas contendo cortes da aorta de um rato do grupo SHR foi
verificada a formacdo de um ateroma (Figura 27). As placas de ateroma sdo
manifestagdes da aterosclerose, doenga inflamatoria cronica e progressiva que acomete
artérias de calibre grande e intermediario. O ateroma ¢ deposito lipidico na superficie
interna das paredes das artérias. Isto ¢, a placa de ateroma é formada por depositos de
gordura, principalmente de colesterol, na camada intima da artéria e que tem sua
formacao iniciada por injurias no endotélio decorrentes dos fatores de risco, como por
exemplo, a hipertensdo. A placa ateromatosa cresce lentamente, diminuindo o fluxo

sanguineo até bloquear completamente a artéria causando efeitos como infarto ou AVC.
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Nao foi verificada a presenca de ateroma em nenhuma outra artéria de nenhum outro

grupo estudado.

Figura 27 — Aorta do grupo SHR com a presenca de ateroma. A) Aumento de 5x e B)

aumento de 20x.

4.2.2. Resultados TwinMic

Além das imagens de fluorescéncia de raios X a TwinMic possibilita,
simultaneamente, a obtencdo dos mapas de absorcdo através da medida dos raios X
transmitidos por uma cidmara CCD de rapida aquisicdo. Além disso, o software de
aquisicao da linha também proporciona imagens de contraste de fase da amostra, através
de algoritmos matematicos.

As imagens de absor¢do e de contraste de fase sdo utilizadas para identificar a
morfologia da estrutura dos tecidos. Imagens de absor¢@o sdo sensiveis a densidade do
tecido, ou seja, quanto mais denso o tecido mais escuro aparecerd na imagem. Ja a
imagem de contraste de fase esta correlacionada com a topografia do tecido, sendo mais
sensivel as descontinuidades na amostra, como por exemplo, bordas, buracos e
protuberancias.

As aortas dos ratos apresentam largura consideravelmente grande (mais de
100pm). Por limitagdes do sistema, tempo e area disponivel para realizagdo das

medidas, ndo foi possivel a varredura de toda a extensdo da aorta. Por esse motivo as
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medidas de LEXRF foram realizadas na regido da intima e média da aorta,
preferenciando assim, regides de maior contato com a corrente sanguinea. Essa regido
foi escolhida por ser uma regido de maior probabilidade de alteragdes causadas tanto
pela hipertensdo quanto pelo uso dos medicamentos. Por esta razdo, as imagens
apresentadas contém uma parte da camada média, a camada intima e uma parte da luz
da aorta. Todas as intensidades elementares apresentadas neste trabalho foram
corrigidas pela intensidade do pico Compton, como descrito no item 3.3. Apds testes
realizados, as intensidades corrigidas foram multiplicadas por um fator de 10°,
possibilitando uma melhor visualizagdo das imagens pelo software Imagel.

A Figura 28 mostra os mapas de absorc¢do, contraste de fase e de intensidade
corrigida dos elementos O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn, para uma aorta representativa de um
rato do grupo WKY.

Pode-se notar na Figura 28-Abs que, na aorta, existem regides de maiores e
menores densidades. Essas regides podem ser bem distinguidas pelos tons mais escuros
e mais claros, respectivamente. As areas que apresentam uma maior absorcao
correspondem também as areas que apresentam uma maior protuberancia na amostra
(Figura 28-PhC). Nessas areas estdo localizadas as fibras elasticas da aorta. Nessas
fibras aparecem em maior intensidade os elementos O e Fe.

Os elementos Na, Mg, Cu e Zn (Figura 28) exibem a mesma localizagdo
preferencial. A localizacdo desses elementos ¢ oposta a maior intensidade de O e Fe,
estando preferencialmente localizadas nas areas menos densas da aorta, ou seja, nas
fibras musculares. Tanto o Na quanto o Cu apresentam uma distribuicdo mais
homogénea nas areas nas quais estao localizados.

Além de estar presente nas fibras musculares, o Mg se apresenta também em
areas de maior intensidade bem definidas. Essas areas sdo os nucleos das células das
fibras musculares presentes na camada média e as células endoteliais presentes na

intima.
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Figura 28 — Imagens absor¢@o (Abs) e de contraste de fase (PhC) com os mapas
elementares de O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn para uma amostra de aorta tipica do grupo

WKY, adquiridos em uma regido de 76,8 pm x 79,2 um.
A Figura 29 mostra os mapas de absorgdo, contraste de fase e de intensidade

corrigida dos elementos O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn, para uma aorta representativa de um

rato do grupo SHR.
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Figura 29 — Imagens absor¢do (Abs) e de contraste de fase (PhC) com os mapas
elementares de O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn para uma amostra de aorta tipica do grupo SHR,

adquiridos em uma regido de 76,8 pm x 78 pm.

O mapa de absor¢@o na aorta do grupo SHR mostrou areas de maior densidade
na intima da aorta. Esse aumento de densidade pode ser comprovado pelo aumento de
Fe nessa regido. Na Figura 29-PhC pode-se observar um maior destaque também na
regido da intima. Comparando as imagens de contraste de fase do grupo WKY (Figura
28-PhC) e do grupo SHR (Figura 29-PhC), nota-se uma maior homogeneidade entre as
regides de maior e menor densidade no grupo SHR. Isto ¢, pouca definicdo entre as
fibras elasticas ¢ musculares. Esta maior homogeneidade nas amostras do grupo SHR
pode ser verificada também pelos mapas de Na, Cu e Zn, nos quais a localizagdo bem

definida desses elementos apresentada pelo grupo WKY se perde.
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Estudos anteriores mostraram que os depodsitos de Fe foram observados nas
lesdes aterosclerdticas de pacientes (LEE et al., 1998) e animais experimentais
(MAKIJANIC et al., 1999). Pallon e co-autores (1995) relataram que microcalcificagdes
podem coincidir com pontos de alta concentragdo de Fe, em particular em 4reas
proximas a lamina eléstica interna da camada vascular. Outro estudo mostrou que
concentracdes locais elevadas de Fe presentes em lesdes precoces podem acarretar em
um processo acelerado de aterogénese em regides especificas da parede da artéria
(MERTZ, 1981). Desta forma, a alta concentracdo de Fe localizada em pontos
especificos da parede aortica dos ratos SHR pode indicar lesdes aterosclerdticas
causadas pela hipertensao.

Nao foi verificada nenhuma alterag@o na localizagdo preferencial dos elementos
O e Mg quando comparados ao grupo WKY.

A Figura 30 mostra os mapas de absor¢do, contraste de fase e de intensidade
corrigida dos elementos O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn, para uma aorta representativa de um

rato do grupo SHR+L.
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Figura 30 — Imagens absor¢do (Abs) e de contraste de fase (PhC) com os mapas
elementares de O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn para uma amostra de aorta tipica do grupo

SHR+L, adquiridos em uma regido de 42 pym x 78 um.

As aortas do grupo tratado SHR+L apresenta maior quantidade de areas mais
escuras na imagem de absor¢do (Figura 30-Abs). Isto demonstra que as fibras
musculares das aortas tratadas com losartana possuem largura menor do que as fibras
musculares do das aortas do grupo WKY. Contudo, a imagem de contraste de fase
(Figura 30-PhC) demonstra uma diferenciagdo maior entre as fibras eldsticas e
musculares quando comparado ao grupo SHR.

Esta caracteristica de maior quantidade de areas mais densas ¢ enfatizada pelo
fato de que o Fe aparece de uma forma mais homogénea na amostra, ndo sendo possivel
definir uma localizag@o preferencial deste elemento neste grupo. Assim como o Fe, os
elementos Na e Cu também se apresentaram em uma forma mais homogénea em todo o
tecido, sendo a distribuicdo desses elementos mais semelhante ao grupo SHR do que ao

grupo WKY.
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Diferentemente dos grupos WKY e SHR, o Zn possui uma maior intensidade nas
camadas mais internas das aortas (camada média) do grupo SHR+L. A distribui¢do de
O e de Mg nas amostras deste grupo se mantiveram bem definidas e opostas, assim
como nos grupos WKY e SHR.

A Figura 31 mostra os mapas de absorc¢do, contraste de fase e de intensidade
corrigida dos elementos O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn, para uma aorta representativa de um

rato do grupo SHR+O.

Figura 31 — Imagens absorcao (Abs) e de contraste de fase (PhC) com os mapas
elementares de O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn para uma amostra de aorta tipica do grupo

SHR+O, adquiridos em uma regido de 78 pm x 66 pm.
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No mapa de absor¢do representativo do grupo SHR+O (Figura 31-Abs), pode-se
observar regides capazes de absorver mais radia¢do na intima da aorta, assim como foi
verificado no grupo SHR. O mesmo pode ser verificado no mapa de contraste de fase,
que apresenta um relevo nesta regido.

Apesar de apresentar uma distribui¢do de Na, Fe e Cu mais homogénea do que o
grupo WKY, esses elementos apareceram mais intensos na parede da aorta. Essa
localizagdo preferencial na parede também foi observada para o oxigénio. Pode-se notar
também, uma maior intensidade de Na nos nucleos das células das fibras musculares da
aorta. Este elemento sempre estd presente no interior das células, contudo, o Na
compete naturalmente com o Mg (REINHART, 1988). Desta forma, a maior evidencia
de Na no interior das células pode indicar uma diminuicdo de Mg nessa regido.

Os elementos Mg e Zn apresentam uma colocalizagdo entre si, assim como nos
outros grupos estudados. Porém, apresentaram uma menor intensidade na intima da

artéria.

4.2.3. Analise estatistica das intensidades elementares para a aorta

Neste topico serdo apresentados os resultados das médias das intensidades
elementares corrigidas obtidas das aortas para os grupos WKY, SHR, SHR+L e
SHR+O. As médias das intensidades foram tomadas levando em considerac¢do todo o
tecido, incluindo intima e camada média e excluindo o limen. Todos os valores foram
dados em média com barras de erro padrio.

As médias das intensidades obtidas para o oxigénio nos grupos WKY e SHR ndo
apresentaram diferenca significativa entre si. O grupo de ratos hipertensos tratados com
losartana potéassica (SHR+L) demonstrou um aumento de aproximadamente 10% nos
niveis de oxigénio em relacdo aos grupos WKY e SHR, contudo, essa diferenca ndo foi
considerada estatisticamente significativa de acordo com o teste estatistico utilizado.

No grupo SHR+O, houve uma diminuicdo significativa nos niveis de oxigénio
de aproximadamente 30% em relacdo aos grupos WKY e SHR e SHR+L. O suprimento
de oxigénio ¢ fundamental para uma correta funcdo celular, uma vez que a maioria dos

processos metabodlicos depende do fornecimento de ATP (molécula responsavel por

68



Resultados e discussoes

armazenar energia para as atividades vitais basicas das células) que ¢ produzido
principalmente pela fosforilacdo oxidativa (GREENE et al., 1992). Por este motivo, a
falta de oxigénio no tecido pode ocasionar consequéncias fisiologicas e patologicas

levando a lesdo isquémica e até morte celular.
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Figura 32 — Média de intensidade de Oxigénio na aorta dos ratos para os grupos WKY,
SHR, SHR+L e SHR+O. O simbolo (a) diferenca em relagdo ao grupo WKY. O
simbolo (b) diferenga em relagdo ao grupo SHR; o simbolo (¢) diferenca em relagdo ao
grupo SHR+L; o simbolo ** significa diferenca significativa (p < 0,01) e; o simbolo

*** significa diferenga significativa (p < 0,001).

Comparando o grupo SHR com o grupo controle ndo hipertenso WKY foi
observada uma diminuicdo significativa de quase 50% na intensidade de Na (p<0,001).
Os ratos tratados tanto no grupo SHR+L quanto no grupo SHR+O ndo apresentaram
nenhuma diferencga significativa para o elemento Na quando comparado com o grupo
WKY. Consequentemente, os dois medicamentos utilizados causaram um aumento
significativo na intensidade de Na quando comparado aos ratos hipertensos que nao

tomaram nenhum medicamento.
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Figura 33 — Média de intensidade de Sodio na aorta dos ratos para os grupos WKY,
SHR, SHR+L e SHR+O. O simbolo (a) diferenca em relagdo ao grupo WKY. O
simbolo (b) diferenga em relacdo ao grupo SHR; o simbolo ** significa diferenca

significativa (p < 0,01) e; o simbolo *** significa diferenca significativa (p <0,001).

Os resultados para o Mg mostraram um aumento significativo (p<0,001) de
aproximadamente 44% do grupo SHR quando comparado ao grupo WKY. A quantidade
de Mg no grupo SHR+L foi comparéavel ao grupo WKY e teve uma variagdo de menos
33% em relagdo ao grupo SHR.

Os animais do grupo tratado com olmesartana (SHR+O) apresentaram a menor
quantidade de Mg de todos os grupos estudados. Uma diferenca de menos 47% em
relacdo aos grupos WKY e SHR+L (p<0,001) e uma diferenca de menos 63% em
relagdo ao grupo SHR (p<0,001). Estudos anteriores mostram que a deficiéncia de Mg
pode agravar ou ate mesmo causar lesdes arteriais. (SONTIA, & TOUYZ, 2007;
UESHIMA, 2005)
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Figura 34 — Média de intensidade de Magnésio na aorta dos ratos para os grupos WKY,
SHR, SHR+L e SHR+O. O simbolo (a) diferenca em relagdo ao grupo WKY. O

simbolo (b) diferenca em relagdo ao grupo SHR; o simbolo (c¢) diferenca em relagdo ao

grupo SHR+L e; o simbolo *** significa diferenga significativa (p < 0,001).

Os grupos controle normotenso ¢ hipertenso (WKY e SHR, respectivamente)
ndo apresentaram variagdo significativa (p>0,05) da quantidade de Fe entre eles. O
grupo SHR+L mostrou uma menor quantidade, aproximadamente 15% (p<0,05), deste
elemento na aorta dos ratos pertencentes a esse grupo em comparacio ao grupo WKY.
Animais do grupo SHR+O apresentaram uma diminuicdo significativa ainda maior
(18%) do que os animais tratados com losartana em comparagdo aos grupos WKY e

SHR.
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Figura 35 — Média de intensidade de Ferro na aorta dos ratos para os grupos WKY,
SHR, SHR+L e SHR+O. O simbolo (a) diferenca em relagdo ao grupo WKY. O
simbolo (b) diferenca em relacdo ao grupo SHR; o simbolo * significa diferenca

significativa (p < 0,05) e; o simbolo ** significa diferenca significativa (p <0,01).

Sendo o grupo WKY um grupo de animais normotensos ¢ ndo tratados com
nenhum medicamento, as intensidades obtidas para esse grupo sdo as quantidades
elementares esperadas para aorta de animais saudaveis. Como mostra o grafico da
Figura 36, todos os grupos apresentaram uma diminui¢do significativa (p<0,001), entre
39 e 49%, de Cu em relagao ao grupo WKY.

Comparando o efeito dos medicamentos sobre os niveis de Cu na aorta com os
animais do grupo SHR pode-se observar também uma diminui¢do desse elemento para
os dois grupos, em torno de 14% para o grupo SHR+L e aproximadamente 16% para o

grupo SHR+O.
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Figura 36 — Média de intensidade de Cobre na aorta dos ratos para os grupos WKY,
SHR, SHR+L e SHR+O. O simbolo (a) diferenca em relagdo ao grupo WKY; o simbolo
(b) diferenca em relag@o ao grupo SHR; o simbolo ** significa diferenga significativa

(p <0,01) e; o simbolo *** significa diferenca significativa (p < 0,001).

A Figura 37 mostra as médias das intensidades de Zn obtidas para todos os
grupos analisados. Apesar de haver variagcdes nas médias de Zn comparando os grupos

estudados, nenhuma variacdo foi considerada significativa de acordo com o teste

estatistico utilizado.
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Figura 37 — Média de intensidade de Zinco na aorta dos ratos para os grupos WKY,

SHR, SHR+L e SHR+O.

O desequilibrio de alguns desses elementos sdo reconhecidos na literatura por

estarem diretamente envolvidos na etiologia da hipertensdo. Canatan e colaboradores
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mostraram que a relacdo Zn/Cu ¢ significativamente menor no plasma de pacientes
hipertensos em comparacdo com os controles (CANATAN et al, 2004). Fenz e
coautores verificaram alteracdes na relagdo Cu/Fe devido a pré-eclampsia (FENZL et
al., 2013), enquanto a elevacdo na relagdo Mg/Na pode indicar calcificacao.
(PASCOLO et al., 2014)

A Figura 38 apresenta os resultados das razdes Zn/Cu, Cu/Fe e Mg/Na para as
aortas dos diferentes grupos estudados. A razdo Zn/Cu teve um aumento em relagdo ao
grupo normotenso em todos os grupos de ratos hipertensos, tratados ou ndo. Entretanto,
somente para o grupo SHR+O esse aumento foi considerado significativo. Por outro
lado, a Cu/Fe foi significativamente menor (p < 0,001) em todos os grupos quando
comparados ao grupo WKY. O desbalanceamento destes elementos se da,
principalmente, devido a diminuicdo de Cu nas aortas dos grupos SHR, SHR+L e
SHR+O.

O desequilibrio entre Mg e Na nas aortas causado pela hipertensdo foi
evidenciado pela comparagao entre a razdo Mg/Na nos grupos SHR e WKY. O aumento
dessa razdo pode indicar o acumulo de calcio nessas artérias. (PASCOLO et al., 2014)
Ambos os medicamentos foram capazes de normalizar a relagdo Mg/Na na aorta dos

ratos hipertensos.

Figura 38 — Razdes Zn/Cu, Cu/Fe e Mg/Na para as aortas dos grupos WKY, SHR,
SHR+L, SHR+O. O simbolo (a) significa diferenga em relacdo ao grupo WKY; o
simbolo (b) significa diferenca em relagdo ao grupo SHR; em relacdo ao grupo SHR; o
simbolo * significa diferenga significativa (p < 0,05) e; o simbolo *** significa

diferenga significativa (p < 0,001).
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4.2.4. Coeficiente de atenuagao

Através de imagens de absorcdo obtidas na TwinMic, os coeficientes de
atenuagdo linear (cm™) foram calculados pixel por pixel para todas as amostras usando a
equacdo (8) descrita no item 2.12.

Apos a eutanasia dos animais e retirada do coracdo, o peso do coragdo de cada
rato foi mensurado em balanga de precisdo (Digipeso DP-3000, Denver Instrument AA-
160). Em seguida, o volume do tecido foi calculado através do método de Scherle
(1970).

As densidades medidas para os grupos WKY, SHR, SHR+L ¢ SHR+O foram
respectivamente: 1,059 + 0,006 g/cm3; 1,059 + 0,005 g/cm3; 1,072 + 0,008 g/cm3; e
1,065 £ 0,004 g/cm3. Nao houve diferenga significativa entre as densidades dos tecidos
nos grupos estudados.

Conhecendo os resultados de p obtidos a partir da medi¢do da intensidade do
feixe transmitido e a densidade dos tecidos (p), foram calculados os coeficientes de
atenuagdo da massa p, (cm?g). O coeficiente de atenua¢do de massa foi calculado
dividindo os valores dos coeficientes de atenuagdo linear pela densidade calculada para
o tecido cardiaco de cada grupo (i/p).

A Tabela 4 apresenta os valores médios + erro padrdo para p (cm™) e u (cmz/g)
para as aortas dos grupos WKY, SHR, SHR+L e SHR+O. Além dos valores calculados
para os tecidos de cada grupo estudado, a tabela apresenta os coeficientes de atenuacao
linear ¢ de massa tabelados para tecido mole de referéncia (soft tissue - ICRU44) e
também uma combinacdo de tecido com parafina wax. Os dados de referéncia foram
obtidos com o programa Xmudat.

Tendo em vista que as aortas foram emblocadas em paraplast plus, o coeficiente
de atenuacdo calculado para os tecidos estudados diferenciaram em ordem de grandeza
quando comparados ao coeficiente de atenuag@o do tecido de referéncia. Por outro lado,
os resultados obtidos possuiram mesma ordem de grandeza dos valores de coeficiente

de atenuagdo da combinagdo de tecido e parafina.
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Tabela 4 — Média + erro padrao do coeficiente de atenuacao linear (p) e coeficiente de

atenuagdo de massa (|1,) das aortas para os grupos WKY, SHR, SHR+L e SHR+O.

n(em™) 1, (cm?/g)
Tecido mole 1348 1272
Tecido mole + 928 937
Parafina
WKY 701 £ 36,41 662 + 34,59
SHR 937 + 52,43%% 885 +49,68*%
SHR+L 671 + 34,227 625 +32,26F
SHR+O 513 £11,61%*1% 482 £ 11,05*1%

*p <0.05vs WKY; 1 p<0.05vs SHR ; £ p <0.05 vs SHR+L

Os resultados mostram uma um aumento significativo (p<0,01) dos coeficientes
de atenuagdo linear e de massa na artéria aorta causada pela hipertensdo. Foi possivel
verificar a equivaléncia dos coeficientes de atenuagdo entre o tecido sadio e o tecido de
ratos hipertensos tratados com losartana. Por outro lado, os coeficientes de atenuacdo
linear e de massa das artérias aortas de ratos tratados com olmesartana teve uma

diminuicao significativa (p<0,05) em relac@o a todos os outros grupos estudados.

4.3. Coronaria

A funcdo principal das artérias corondrias ¢ fornecer oxigénio e nutrientes ao
musculo cardiaco para manter um bom funcionamento do coragdo. A fisiologia dessas
artérias foi descrita neste trabalho no item 2.2.2.

Hipertensdo arterial ¢ um importante fator de risco para o desenvolvimento de
doenca arterial coronariana. Ao lado do tabagismo e do diabetes melito, a hipertensao
arterial constitui um dos mais importantes fatores de risco controlaveis ou removiveis

para doenga arterial coronariana. A pressdo sanguinea elevada produz um efeito lesivo
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direto nas artérias coronarias, modificando o endotélio e propiciando o inicio e/ou
progressao da aterosclerose.

Todos os resultados apresentados nesta se¢do foram publicados em Pickler ez al.
(2019).

4.3.1. Analise histologica

A Figura 39 mostra imagens obtidas por microscopia Optica das laminas coradas
com HE de coronarias representativas para cada grupo de estudo, WKY, SHR, SHR+L
e SHR+O. Foram feitas imagens das corondrias de todos os ratos estudados. A partir
dessas imagens, foi medida a largura da camada média (média de 10 medidas para cada
coronaria), o diametro do limen (média de 8 medidas para cada coronaria), e
posteriormente, foi calculado o parametro M/L descrito por Schiffrin e coautores

(2000).
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Figura 39 — Imagem obtida por microscopia Optica (objetiva de 20x) de corondrias
tipicas dos grupos WKY, SHR, SHR+L, SHR+O coradas utilizando a técnica de

hematoxilina-eosina.

A tabela 5 mostra os valores obtidos da largura da camada média, do didmetro
do lumen e a razdo M/L para as aortas dos grupos WKY, SHR, SHR+L, SHR+O.
Comparando o grupo normotenso com o grupo hipertenso pdde-se observar uma
diminui¢o da largura da camada média e do didmetro do limen e também um aumento
na razdo M/L. Os dados obtidos estdo de acordo com o esperado na literatura
(SCHIFFRIN, 2000). As coronarias provenientes do grupo tratado com a losartana
apresentaram valores de largura da camada média, didmetro do limen e razdo M/L
equivalentes aos encontrados para o grupo normotenso. Por outro lado, o wvalor

encontrado para didmetro do laimen no grupo SHR+O foi muito inferior aos demais.
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Tabela 5 — Valores médios + erro padrao da espessura da tunica média (um), didmetro
do limen (pm) e razdo média/limen (M/L) para artérias coronarias dos ratos dos grupos

WKY, SHR, SHR +L e SHR + O.

WKY SHR SHR+L SHR+O

Espessura da
camada média (um)
Didmetro da luz
(nm)

M/L 0,15+0,01 0,23 +£0,02* 0,17 £ 0,02F 0,19 +0,01

31,04+ 1,04 26,19+ 1,17* 3447+1,61f 32,33+ 1,187

196,51 + 11,28 124,73 £6,45* 225,10+ 8,18F 100,4 + 8,47*1

*p <0.05vs WKY; ¥ p<0.05vs SHR ; £ p <0.05 vs SHR+L

As alteracdes estruturais nas artérias decorrente da hipertensdo sdo basicamente
de dois tipos: (1) remodelamento eutrofico, no qual os diametros externos e do limen
diminuem, a razdo M/L é aumentada ¢ a area da se¢do transversal ¢ inalterada; e (2)
remodelamento hipertréfico, no qual a camada média engrossa e invade o lumen,
resultando em aumento da area seccional da média e da razdo M/L. O remodelamento
resultante da hipertensdo pode inicialmente ser adaptativo, mas eventualmente se torna
mal adaptativo podendo comprometer a fungdo dos Orgdos, contribuindo para as
complicacdes cardiovasculares da hipertensdo. (INTENGAN & SCHIFFRIN, 2001)

As corondrias dos ratos hipertensos avaliados neste estudo apresentaram um
remodelamento eutr6fico nas coronarias dos ratos hipertensos. Esses dados estdo de
acordo com a literatura, onde artérias de médio e pequeno calibre de ratos SHR
apresentam remodelacdo predominantemente eutréfica. (INTENGAN & SCHIFFRIN,
2001) Com os resultados obtidos para os parametros histologicos avaliados foi possivel
verificar que o anti-hipertensivo losartana foi capaz de impedir o remodelamento das
coronarias devido a hipertensdo. O mesmo nao foi observado no grupo tratado com a

olmesartana.
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4.3.2. Resultados TwinMic

Diferentemente das aortas, as artérias coronarias sdo artérias musculares de
calibre médio. Sdo artérias de distribuicdo, possuem calibre menor do que as artérias
elasticas, e sdo formadas por fibras elasticas e musculares, com predominio das fibras
musculares. Essa espessura menor (aproximadamente 50pm) possibilitou que as
medidas de LEXRF fossem realizadas varrendo todas as tinicas das corondrias, a tunica
intima, a média e¢ a adventicia. Com isso, as imagens apresentadas contém todas as
camadas da coronaria e ainda uma parte do limen.

Todas as intensidades elementares obtidas para as corondrias foram corrigidas
pela intensidade do pico Compton, como descrito no item 3.3, e multiplicadas por um
fator de 10° para uma melhor visualizagdo pelo software Imagel.

A Figura 40 mostra os mapas de absor¢do, contraste de fase e de intensidade
corrigida dos elementos O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn, para uma coronaria tipica de um rato
do grupo WKY.

A corondria possui uma predominancia de fibras musculares, com isso ndo ¢é
possivel identificar as diferentes densidades entre fibras musculares e fibras elasticas
como no caso da aorta. Nesse tipo de artéria a tunica média ¢ geralmente a tinica mais
desenvolvida e a tinica adventicia muito delgada ou ate mesmo inexistente. Essas
caracteristicas podem ser observadas nas imagens de absorcdo e contraste de fase

(Figura 40 — Abs e PhC) das coronarias dos ratos do grupo WKY.
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Figura 40 — Imagens absor¢do (Abs) e de contraste de fase (PhC) com os mapas
elementares de O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn para uma amostra de coronaria tipica do grupo

WKY, adquiridos em uma regido de 69,6 um x 79,2 um.

O oxigénio apresentou uma localizagdo preferencial bem definida nas amostras
de coronaria dos ratos do grupo WKY. Esse elemento apareceu em maior intensidade
nas extremidades da artéria, nas tlnicas intima e adventicia. Sendo uma quantidade

menor na camada média.
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Os elementos Na, Mg, Fe, Cu e Zn possuem uma distribuicdo por praticamente
toda a artéria coronaria. Apesar disso, ¢ possivel destacar alguns pontos importantes.
Tanto o Fe quanto o Cu estdo presentes em toda a artéria, mas a intensidade desses
elementos ¢ ainda maior nas suas extremidades. O Na e o Mg também s@o encontrados
por toda a extensdo da amostras, entretanto, possuem pontos de maior intensidade.
Nesses pontos estdo localizados os nucleos das células endoteliais e as células das fibras
musculares. J4 o Zn pode ser encontrado em maior quantidade na tunica média da
coronaria dos ratos normotensos (WKY).

A Figura 41 apresenta os mapas de absorc¢do, contraste de fase e de intensidade
corrigida dos elementos O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn, para uma coronaria tipica de um rato
do grupo SHR.

Nas imagens de absor¢do e contraste de fase (Figura 41 — Abs e PhC) é possivel
verificar uma menor espessura da camada média nas aortas dos ratos do grupo SHR em
comparagdo ao grupo WKY. Foi verificado também um engrossamento da tlinica intima
desse grupo. Essa maior espessura pode estar correlacionada com a hipertensao, que
exige um esforgo maior das artérias e com isso pode provocar um endurecimento das
mesmas.

Quanto aos mapas elementares, podemos destacar uma maior homogeneidade
dos elementos Na, Mg, Fe e Cu nas amostras dos ratos que tinham hipertensao
comparado com os animais normotensos. Essa caracteristica ¢ ainda mais evidente nos
elementos Na e Mg, ja que ndo ¢ possivel identificar com a mesma precisdo (ou estao
presentes em menor quantidade) os nucleos das células das fibras musculares.

Nao foi observada nenhuma alteragdo na localizagdo de Zn nas artérias do grupo
SHR quando comparadas ao grupo WKY. Foi observada uma maior intensidade de

oxigénio na parede da coronaria deste grupo.
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Figura 41 — Imagens absor¢do (Abs) e de contraste de fase (PhC) com os mapas
elementares de O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn para uma amostra de coronaria tipica do grupo

SHR, adquiridos em uma regido de 63,6 pm x 42 um.

Os mapas de absor¢do, contraste de fase e de intensidade corrigida dos
elementos O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn, para uma coronaria tipica de um rato do grupo
SHR+L estdo apresentados na Figura 42.

Nas imagens de absor¢do e de contraste de fase nota-se uma alteragdo na
estrutura da corondria dos ratos hipertensos tratados com a losartana potassica
(SHR+L). As coronarias dos ratos desse grupo possuem uma tinica média mais

compacta comparada aos ratos do grupo WKY. Além disso, a tunica adventicia, que era
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quase imperceptivel nos grupos anteriores, esta bem presente nesse grupo, tendo uma
espessura semelhante a tinica média.

A distribuicdo de Cu e Zn nas coronarias dos ratos do grupo SHR+L foi
semelhante as dos ratos do grupo WKY, com uma distribuicao regular por toda a artéria.

O elementos Na e o Mg também apresentaram distribuicdes semelhantes as do
grupo WKY, esses elementos estdo presentes por toda a amostra, contudo, os ntcleos
das células endoteliais e células das fibras musculares apresentam as maiores
intensidades desses elementos. O oxigénio esta presente, em uma quantidade um pouco
maior, nas extremidades das coronarias ¢ nas fibras eldsticas que separam a camada
média da camada adventicia.

Os mapas de Fe das corondrias tratadas com losartana apresentaram pontos de
alta intensidade desse elemento, assim como nas aortas do grupo SHR. Essa alta
intensidade de Fe podem indicar lesdes aterosclerdticas. (LEE ef al., 1998; MAKJANIC
et al., 1999). O Fe esta presente por toda a artéria, contudo, esses pontos na camada

intima sdo tdo intensos que se torna imperceptivel na imagem.
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Figura 42 — Imagens absorcao (Abs) e de contraste de fase (PhC) com os mapas
elementares de O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn para uma amostra de coronaria tipica do grupo

SHR+L, adquiridos em uma regido de 72 pym x 72 um.

Os mapas de absorcdo, contraste de fase e de intensidade corrigida dos
elementos O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn, para uma coronaria tipica de um rato do grupo
SHR+O estdo apresentados na Figura 43.

Assim como no grupo SHR+L, corondria dos ratos hipertensos tratados com
olmesartana revelaram uma alteragdo estrutural em suas camadas, possuindo a tunica

adventicia mais desenvolvida (Figura 43 — Abs e PhC).
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Figura 43 — Imagens absor¢do (Abs) e de contraste de fase (PhC) com os mapas
elementares de O, Na, Mg, Fe, Cu e Zn para uma amostra de coronaria tipica do grupo

SHR+O, adquiridos em uma regido de 66 pm x 66 pm.

A distribui¢do dos elementos estudados nesse grupo apresentam basicamente as
mesmas caracteristicas do grupo SHR+L. No entanto, pode-se destacar uma intensidade
maior de O e Cu na tinica intima do grupo SHR+O. Por outro lado, pontos de alta
intensidade de Fe foram encontrados na tinica adventicia das coronarias desse grupo.

Observando o mapa de Mg ¢ possivel notar uma aumento no tamanho das
células musculares lisas. E reconhecido na literatura que a angiotensina II tem uma

funcdo importante para o crescimento das células musculares lisas vasculares.
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(GIBBONS, et al., 1992) Sendo assim, mais estudos precisam ser realizados para
esclarecer por que o uso da olmesartana afeta o tamanho das células das fibras

musculares lisas da artéria coronaria, enquanto o losartan ndo o faz.

4.3.3. Analise estatistica das intensidades elementares para coronaria

Nesta sessdo serdo apresentados os resultados das médias das intensidades
elementares corrigidas obtidas das coronarias para os grupos WKY, SHR, SHR+L e
SHR+O. Todos os valores foram dados em média com barras de erro padrao.

Em relagdo ao oxigénio total presente na coronaria dos animais estudados, pode-
se verificar um aumento significativo (p<0,001) de aproximadamente 50% no grupo
SHR e de 64% no grupo SHR+L em comparacdo aos animais normotensos. Em
contrapartida, o grupo SHR+O apresentou os mesmos niveis de oxigénio apresentados

pelo grupo WKY (Figura 44).
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Figura 44 — Média de intensidade de Oxigénio na coronaria dos ratos para os grupos
WKY, SHR, SHR+L e SHR+O. O simbolo (a) diferenga em relagdo ao grupo WKY.
O simbolo (b) diferenga em relagdo ao grupo SHR; o simbolo (¢) diferenca em relagéo

ao grupo SHR+L e; o simbolo *** significa diferenca significativa (P<0,001)

O grafico da Figura 45 mostra os valores de Na para todos os grupos analisados
nesse trabalho. Houve uma diminui¢do de 80% na quantidade total de Na na coronaria
dos ratos hipertensos em comparagdo aos ratos do grupo WKY. Sendo o Na um
elemento que esta diretamente relacionado a contracdo dos cardiomiocitos e na fungdo
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de condugdo das artérias, a deficiéncia de Na nas artérias € um grave problema para o
correto funcionamento do sistema cardiaco. Entretanto, os dois medicamentos utilizados
foram capazes de evitar a perda excessiva desse elemento nas corondrias dos ratos
hipertensos tratados.
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Figura 45 — Média de intensidade de s6dio na coronaria dos ratos para os grupos WKY,
SHR, SHR+L e SHR+O. O simbolo (a) diferenca em relagdo ao grupo WKY. O

simbolo (b) diferenga em relagdo ao grupo SHR; o simbolo ** significa diferenca

significativa (p < 0,01) e; o simbolo *** significa diferenca significativa (p < 0,001)

Ocorreu um aumento significativo de Mg nas corondrias dos ratos hipertensos
em comparacdo aos ratos normotensos (Figura 46). Foi constatada uma variagdo de
mais 47% (p<0,01) em relagdo a quantidade de Mg no grupo SHR em relagdo ao grupo
WKY. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada nos grupos SHR+L e SHR+O

em relagdo ao grupo normotenso.
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Figura 46 — Média de intensidade de Magnésio na coronaria dos ratos para os grupos
WKY, SHR, SHR+L e SHR+O. O simbolo (a) diferenca em relagdo ao grupo WKY. O
simbolo (b) diferenca em relacdo ao grupo SHR e; o simbolo ** significa diferenca

significativa (p <0,01)

Comparando o Fe presente na coronaria dos ratos do grupo SHR com os ratos do
grupo WKY verificou-se uma diminuigdo significativa (p < 0,05) de aproximadamente
27% no grupo de animais hipertensos. A quantidade de Fe nas amostras do grupo
tratado com losartana potassica (SHR+L) diferiu do grupo hipertenso, demonstrando
uma presenca de Fe compativel com os valores esperados para coronarias de ratos ditos
normais.

Para o grupo SHR+O os valores obtidos de Fe se assemelham aos valores para
coronarias de ratos hipertensos, ndo havendo diferenca significativa entre esse grupo e o
grupo SHR. Corroborando esse fato, foi constatada uma diferencga significativa desse

elemento no grupo SHR+O em relagdo aos grupos WKY e SHR+L.
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Figura 47 — Média de intensidade de Ferro na coronaria dos ratos para os grupos WKY,
SHR, SHR+L e SHR+O. O simbolo (a) diferenca em relagdo ao grupo WKY. O
simbolo (b) diferenca em relagdo ao grupo SHR; o simbolo (c¢) diferenca em relagdo ao
grupo SHR+L; o simbolo * significa diferenga significativa (p < 0,05) e; o simbolo ***

significa diferenca significativa (p < 0,001)

Na Figura 48 estdo apresentados os valores referentes ao elemento Cu
encontrados para todos os grupos estudados.

Foi identificada uma diminuigao significativa (p<0,01) de Cu no grupo SHR em
comparagdo ao grupo WKY. Essa diminui¢cdo foi de aproximadamente 30%. A
quantidade de Cu encontrada nas corondrias dos ratos tratados com losartana divergiu
estatisticamente tanto do grupo WKY quanto do grupo SHR. Isto €, a intensidade de Cu
nesse grupo foi maior do que as encontradas nos grupos nesses dois grupos.

Apesar do aumento de Cu no grupo SHR+O, esse aumento ndo foi considerado
estatisticamente significativo de acordo com o teste estatistico utilizado. Desta forma, a

quantidade desse elemento nesse grupo foi significativamente maior que no grupo SHR.
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Figura 48 — Média de intensidade de Cobre na coronaria dos ratos para os grupos WKY,
SHR, SHR+L e SHR+O. O simbolo (a) diferenca em relagdo ao grupo WKY; o simbolo
(b) diferenca em relag@o ao grupo SHR; o simbolo * significa diferenca significativa (p
< 0,05); o simbolo ** significa diferenca significativa (p < 0,01) e; o simbolo ***

significa diferenca significativa (p < 0,001)

Por fim, na Figura 49 encontram-se os valores referentes ao elemento Zn nos
grupos WKY, SHR, SHR+L e SHR+O.

A quantidade de Zn presente nas coronarias do grupo SHR foi 42% menor do
que a quantidade desse elemento no grupo WKY. Ja no grupo SHR+L, os niveis de Zn
foram equivalentes ao grupo WKY. Em consequéncia disto, houve uma diferenga
significativa entre o grupo SHR+L e o grupo SHR devido ao uso da losartana. O mesmo
ocorreu com os animais do grupo SHR+O, que também apresentou niveis de Zn

similares ao do grupo WKY.
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Figura 49 — Média de intensidade de Zinco na coronaria dos ratos para os grupos WKY,
SHR, SHR+L e SHR+O. O simbolo (b)** significa diferenca significativa (P<0,01) em
relagdo ao grupo SHR.

A Figura 50 apresenta os resultados das razdes Zn/Cu, Cu/Fe e Mg/Na para as
coronarias de todos os grupos estudados. Como foi dito anteriormente, essas relagdes
sdo reconhecidas por indicar danos causados pela hipertensdo (Zn/Cu, Cu/Fe) ou indicar
calcificacdo em tecidos (Mg/Na).

As relagcdes Zn/Cu e Cu/Fe foram menores para o grupo SHR quando
comparado com o grupo WKY. Estas diminui¢cdes causadas pela hipertensdo foram
previamente descritas na literatura (CANATAN et al., 2004; FENZL et al., 2013). A
losartana foi capaz de normalizar a propor¢cdo Zn/Cu, enquanto as artérias coronarias
dos ratos tratados com olmesartana apresentaram razdes de Zn/Cu e Cu/Fe semelhantes
as encontradas para o grupo WKY.

O desequilibrio entre Mg e Na nas corondrias causado pela hipertensdo foi
evidenciado pela comparag@o entre a razdo Mg/Na nos grupos SHR e WKY. O aumento
dessa razdo pode indicar o acumulo de calcio nessas artérias. (PASCOLO et al., 2014)
A relagdo Mg/Na para coronaria dos ratos tratados com losartana foi semelhante a taxa
encontrada para os ratos saudaveis. Em contrapartida, a razdo Mg/Na para o grupo

SHR+O foi significativamente menor do que em todos os outros grupos estudados.
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Figura 50 — Razdes Zn/Cu, Cu/Fe e Mg/Na para as coronarias dos grupos WKY, SHR,
SHR-+L, SHR+O. O simbolo (a) significa diferenca em relagdo ao grupo WKY; o
simbolo (b) significa diferenca em relagdo ao grupo SHR; em relacdo ao grupo SHR; o
simbolo (c) significa diferenca em relacdo ao grupo SHR+L; o simbolo * significa
diferenca significativa (p < 0,05); o simbolo ** significa diferenca significativa (p <

0,01); o simbolo *** significa diferenca significativa (p < 0,001).

4.3.1. Coeficiente de atenuagio

Assim como para as aortas, os coeficientes de atenuacdo linear p (cm™) foram
calculados pixel por pixel para todas as amostras de coronarias usando a equagdo (8)
descrita no item 2.12.

As densidades utilizadas para o calculo do coeficiente de atenuagdo de massa
das artérias corondrias foram as mesmas utilizadas para as aortas. Foram eles: 1,059 +
0,006 g/cm’; 1,059 + 0,005 g/cm’; 1,072 + 0,008 g/cm’; e 1,065 + 0,004 g/cm’ para os
grupos WKY, SHR, SHR+L e SHR+O, respectivamente. Ndo houve diferenga
significativa entre as densidades dos tecidos.

O coeficiente de atenua¢ao de massa foi calculado dividindo os valores dos
coeficientes de atenuagdo linear encontrado para as corondrias pela densidade calculada
para o tecido cardiaco de cada grupo (u/p).

A Tabela 6 apresenta os valores médios + erro padrio para p (cm™) e p (cm*/g)
para as artérias corondrias dos grupos WKY, SHR, SHR+L e SHR+O. Além dos valores
calculados para os tecidos, a tabela 6 apresenta os coeficientes de atenuacdo de massa
tabelados para tecido mole (soft tissue - [CRU44) e também uma combinagdo de tecido

com parafina. Os dados de referéncia foram obtidos com o programa Xmudat. Tendo
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em vista que as aortas foram emblocadas em paraplast plus, o coeficiente de atenuacdo

calculado para os tecidos foi alterado.

Tabela 6 — Média + erro padrao do coeficiente de atenuacao linear () e coeficiente de

atenuagdo de massa (|,) das artérias coronarias para os grupos WKY, SHR, SHR+L e

SHR+O.
i (em™) i, (cm*/g)
Tecido mole 1348 1272
Tecido mole + 928 937
Parafina
WKY 875 +12,54* 826 £ 17,24*
SHR 961 + 24,21 908 + 27,00
SHR+L 848 +23,30* 788 +25,30*
SHR+O 897 £ 14,31 842 + 15,71

* Diferenca significativa para o grupo SHR (p<0.05)

Os resultados mostraram uma diferenca significativa entre os valores de
coeficiente de atenuacdo linear e de massa quando comparados 0s grupos normotensos e
hipertensos. Isso demonstra uma mudanga na forma que o tecido atenua a radiagdo,
mudanga essa causada exclusivamente pela hipertensdo. Desta forma, se tornou possivel
a caracterizagdo de tecidos saudaveis com tecidos expostos a enfermidades utilizando
coeficientes de atenuacao.

Foi possivel verificar também a equivaléncia nos valores de coeficiente de
atenuagdo entre o tecido sadio e o tecido de ratos hipertensos tratados com losartana.
Por outro lado, os coeficientes de atenuacgdo linear ¢ de massa das artérias coronarias de
ratos tratados com olmesartana ndo apresentaram diferenga significativa para nenhum
dos outros grupos. Sendo assim, somente com a avaliacdo deste parametro, ndo se pode
afirmar a eficiéncia da olmesartana em prevenir os danos na corondria causados pela

hipertensao.
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CAPITULO V
5. CONCLUSOES

A hipertensdo arterial ¢ umas das doengas mais comuns que acomete toda a
populagdo mundial, tanto criangas quanto adultos. Cerca de um a cada quatro homens e
uma a cada cinco mulheres adultas tinham problemas com pressdo alta em 2015.
Contudo, conforme foi descrito neste trabalho, somente a diminuicdo da pressao arterial
ndo ¢ suficiente para reverter ou ate mesmo eliminar riscos cardiovasculares causados
pela hipertensdo. Tendo em vista o grande impacto dessa patologia sobre a sociedade e
a necessidade de tratamento medicamentoso durante toda, ou grande parte, da vida,
grandes esfor¢cos vém sendo feitos com o objetivo de encontrar melhores alternativas
terapéuticas que ndo apenas diminuiam a pressdo arterial, mas também previna
desfechos cardiovasculares.

E reconhecido na literatura o efeito protetivo dos bloqueadores dos receptores da
Angiotensina II para prevencdo da remodelacdo de artérias, contudo, a comparacao
entre dois diferentes representantes dessa classe ndo havia sido desenvolvida.

O experimento realizado na TwinMic permitiu a andlise de importantes
elementos relacionados a hipertensao arterial nas artérias aorta e coronaria de ratos. A
resolucdo espacial submicrométrica da LEXRF permitiu a identificagdo de alteracdes
estruturais e quimicas na artéria devido a hipertensdo e ao uso de medicamentos anti-
hipertensivos. Ficaram demonstradas entdo, a aplicabilidade e as vantagens de se usar
essa técnica para a analise das artérias de ratos hipertensos e normotensos.

Os resultados revelaram que os BRAs losartana ¢ olmesartana atuam de
diferentes formas para a correcdo da artéria, apesar de pertencerem a mesma classe de
anti-hipertensivos. Ambos os agentes anti-hipertensivos demonstram ter um efeito
protetor para a artéria. Entretanto, de acordo com os pardmetros quimicos e estruturais
analisados neste estudo, a losartana demonstrou ser mais eficiente para prevenir as
alteracdes causadas pela hipertensdo tanto na artéria aorta quanto na artéria na
coronaria.

Ficou demonstrada também neste estudo uma notoria deficiéncia de Cu e Fe
mesmo apos o tratamento com os BRAs. O Cu auxilia na absor¢do de Fe no organismo,
por essa razdo, uma suplementagdo com Cu poderia auxiliar na preven¢do de danos

arteriais ap0s o tratamento anti-hipertensivo.
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A avaliagdo do efeito protetivo do anti-hipertensivo utilizado no combate a
hipertensdo pode abrir um novo pardmetro para a escolha do medicamento utilizado.
Como foi verificado neste estudo, apesar da losartana ter menos eficiéncia na
diminuicdo da pressdo arterial, seu efeito protetivo sob as artérias foi maior quando
comparado a olmesartana. Sendo assim, o presente trabalho ¢ inédito, e de extrema
importancia para o desenvolvimento de estratégias que considerem a tanto a diminuigao
da pressdo arterial em si quanto a minimiza¢do de desfechos cardiovasculares como

parte da terapia contra a hipertensao.
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