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RESUMO

Telmisartana, um bloqueador do receptor do tipo | de angiotensina Il e um agonista
parcial de PPARYy tem sido usada para tratamento da hipertensao. E conhecido que a
ativagdo do PPARYy induz perda 6ssea. O objetivo do presente trabalho foi avaliar
duas intervencdes distintas por um periodo de 8 semanas: o uso da telmisartana ou a
corrida em esteira elétrica, sobre a densidade mineral 6ssea, microarquitetura 6ssea
e sobre as propriedades mecéanicas do fémur de ratas espontaneamente hipertensas.
As ratas com trés meses de idade foram ovariectomizadas (OVX) ou SHAM operadas
e distribuidas em 04 grupos para cada estudo, sendo que as ratas dos grupos SS e
CS foram comuns aos estudos: 1) SHAM sedentarias (SS), SHAM com uso de
telmisartana (ST), OVX sedentarias (CS) e OVX com uso de telmisartana (CT) e, 2)
SHAM sedentarias (SS), SHAM realizando exercicio (SE), OVX sedentarias (CS) e
OVX realizando exercicio (CE). Os tratamentos com telmisartana e com a substancia
veiculo foram feitos por gavagem oral. Foram avaliados parametros de pressao
sanguinea e, ap0s a eutanasia, 0s 0ssos (fémur e a quinta vértebra lombar) foram
analisados por DEXA e/ou, MicroCT. Foi mensurado o nivel de expressao proteica de
PPARYy no fémur por meio de western blotting nas ratas do estudo com telmisartana.
A pressédo sanguinea foi reduzida tanto nos animais que fizeram uso da telmisartana
guanto naqueles que foram exercitados. Os dados ponderais indicaram que a OVX foi
realizada com sucesso e o0 peso corporal final, peso do coragéo e a razao entre 0 peso
do coracdo e o comprimento da tibia também foram reduzidos pelo uso da droga,
enquanto o exercicio aumentou os parametros reduzidos com a droga no estudo 1.
Em relacdo aos parametros 6sseos propriamente ditos, houve redugcdo no tamanho
do fémur, carga maxima, rigidez e resiliéncia e carga de fratura com a terlmisartana.
A DMO diminuiu no fémur e na quinta vértebra lombar com a telmisartana. A
integridade da microarquitetura trabecular por MicroCT também sofreu
comprometimento pela droga nas ratas OVX. Os niveis de expressdo de PPARy
aumentaram pela OVX e pela OVX associada a telmisartana. O exercicio tambéem
reduziu a forca maxima, a rigidez e a resiliéncia, e aumentou o tamanho do fémur nas
ratas OVX. Os parametros fisicos do fémur e da tibia foram pouco alterados pelo
exercicio. A DMO reduzida pela OVX no fémur e vértebra foi restaurada pelo exercicio.

Os parametros microarquiteturais no geral também foram altrados pela atividade



fisica. Os resultados demonstraram que o uso da telmisartana em ratas OVX, reduziu
a massa 0ssea e desestruturou as trabéculas e demonstraram que a atividade fisica
modificou positivamente a organizacdo dos 0ssos avaliados. Em perspectiva clinica
sugere-se acompanhamento de mulheres hipertensas em uso de telmisartana a fim
de se avaliar os efeitos desta droga no 0sso e deve-se indicar exercicio tipo corrida

para se estimular a manutencédo dos 0ssos.

Palavras Chave: Telmisartana, Exercicio, Perda 6ssea, PPARYy, Hipertensdo Arterial,
Ovariectomia



ABSTRACT

Telmisartan is a type | angiotensin receptor blocker and a partial PPARy agonist that
have been used to treat hypertension. PPARYy activation is known to act inducing boné
loss. The aim of the present study was to evaluate two distinct interventions: use of
telmisartan or treadmill running, under bone mineral density, bone microarchitecture,
and the mechanical properties in the femur of spontaneously hypertensive rats. Three-
month-old rats were ovariectomized (OVX) or SHAM operated were distributed into 06
groups: 1) sedentary SHAM (SS); 2) SHAM using telmisartana (ST); 3) SHAM
exercised (SE); 4) sedentary castrated (CS); 5) OVX using telmisartana (CT) and; 6)
OVX exercised (EC). Treatment with telmisartan or vehicle substance were performed
by oral gavage for 8 weeks. Blood pressure measures were taken and, after
euthanasia, bones (femur and a fifth lumbar vertebra) were analyzed by dual energy
X-ray and/or computed microtomography. Protein expression levels of PPARy were
measured in the femur by western blotting. Results showed that blood pressure was
reduced in both groups of animals using telmisartan, with a greater reduction in values
in the CT group compared to the ST group. Final body weight, heart weight, and ratio
of heart weight to tibial length were also reduced by 8-week drug use when compared
to their respective controls. Regarding biometric and biomechanical parameters there
were reduction in femur size, reduction in maximum load, stiffness and reduction in
resilience and fracture load. Bone mineral density decreased in both total femur and
fifth lumbar vertebra in animals treated with telmisartan. Bone parameters related to
the integrity of trabecular microarchitecture by microtomography also deteriorated by
the use of telmisartan in OVX rats groups. Protein expression levels of PPARy were
increased by ovariectomy alone and by treatment with telmisartana. Considering the
effects of exercise practice, main results indicated a reduction in blood pressure in both
groups of exercised animals. Final body weight was increased while uterus weight was
reduced by ovariectomy per se, and exercise did not have influenced this result. Heart
weight, tibial length and ratio heart weight were increased by physical activity. As for
biometric and biomechanical modifications, there was an increase in maximum
strength, and a reduction in stiffness and resilience. There was also an increase in
femur size in castrated and exercised rats when compared to SHAM rats. Few changes

in physical parameters of femur and tibia were affected by exercise. Regarding mineral



density on femur and fifth lumbar vertebra, exercise was able to restore losses caused
by castration itself. Microarchitectural parameters in general were also improved by
physical activity. Results showed that the use of telmisartan in ovariectomized rats
negatively impairs microarchitecture due to a reduction in bone mass and deterioration
of trabecular structure. The treadmill physical activity had a positive impact to modify
the organization of the evaluated bones. Thus, our findings suggested caution in the
possible therapeutic applications of telmisartan in clinical practice, in order to protect
bone health under hypertensive conditions. Moreover, running-type physical exercise
seems to be an effective way to stimulate the maintenance of bone health. Further
studies are needed to clarify the mechanisms by which telmisartan favors bone loss in

these models.

Keywords: Telmisartan, Exercise, Bone Loss, PPARy, Arterial Hypertension,

Ovariectomy
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1. INTRODUCAO

1.1. Contextualizacao do estudo

O envelhecimento é um fendmeno natural de mdultipla natureza, no qual estdo
associados processos degenerativos que modificam as diversas vias metabdlicas do
organismo que frequentemente resultam em alteracGes celulares e teciduais
(KIRKWOOD, 2005; BRATIC, LARSSON, 2013; WAGNER et al, 2016).
Especialmente nos paises mais desenvolvidos, e conforme a expectativa de vida
aumenta em todo o mundo, é observado um maior nimero de idosos na populagéo
em geral, e desde os anos de 1950 essa longevidade aumentou em 20 anos
(ROBERTS, 2011). Esse processo de transicdo demogréfica resultou em alteractes
no perfil epidemioldgico, elevando a prevaléncia de doengas ndo transmissiveis
(diabetes, cancer, doencas cardiovasculares, etc) e modificando o perfil de morbi-
mortalidade em decorréncia do aumento da longevidade e dentre estas doencas
destaca-se a alta prevaléncia da osteoporose (HUGHES et al, 2001; KALYANI et al,
2014; HITA-CONTRERAS et al, 2015).

Em relacdo a osteoporose, € bem conhecido que a integridade dos ossos durante a
vida adulta ocorre em funcdo de um balanco da atividade dos osteoclastos e
osteoblastos, que removem e repdem 0O 0SSO, respectivamente, num pProcesso
conhecido por remodelamento 6sseo (MASI, 2008).

Ao longo do envelhecimento, ocorre comprometimento do equilibrio deste processo,
0 qual passa a tender para a reabsorcdo/perda 6ssea pela maior atividade
osteoclastica em relacdo a acdo dos osteoblastos, e a partir da quinta década de vida,

este desbalanco compromete e reduz a densidade mineral 6ssea (DMO), maior fator
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de risco para fraturas 6sseas (MASI, 2008). O desequilibrio concomitante entre a
atividade osteoclastica e osteoblastica é exacerbado na fase p6s-menopausa e € um
fator determinante de osteoporose durante esse periodo (KALPAKCIOGLU et al,
2008). Esta bem estabelecido que nesta doenca ocorre perda de massa 0ssea,
reduzida conectividade pela descontinuidade tecidual (caracterizada pela ruptura da
microarquitetura trabecular) com consequente aumento na fragilidade oéssea, e
aumentado risco de fratura (BRANDI, 2009).

A maior longevidade da populacdo faz aumentar a perspectiva de os individuos
desenvolverem a doenca, com prevaléncia aumentada, tanto em mulheres no periodo
da p6s-menopausa quanto em homens idosos (HERNLUND et al, 2013; KUO, CHEN,
2017; MINISOLA et al, 2017). Em termos sexuais ha diferencas na perda 6ssea ao
longo do processo de envelhecimento, e aponta-se que as mulheres perdem
aproximadamente 20% da massa 6ssea nos primeiros 5 a 7 anos ap0s a menopausa,
enquanto os homens tém perda na ordem de 0,5-1% ao ano em idade semelhante.
As regides mais propensas a fraturas por causa do desenvolvimento da osteoporose
na populacédo idosa séo as veértebras, o quadril, o fémur proximal e o antebraco distal
(HERNLUND et al, 2013; MINISOLA et al, 2017).

A prevaléncia de fraturas vertebrais é tdo alta em homens quanto em mulheres e esté
associada principalmente a traumas ocupacionais neles (SAMBROOK, COOPER,
2018). Nao existe evidéncia de que as diferencas nas taxas de fraturas sejam
derivadas das diferencas de sexo em termos de conteiddo mineral ou area de
densidade mineral, mas sim pelas diversas caracteristicas macro e microarquiteturais
do osso, além de fatores hormonais e aspectos da sobrecarga sofrida pelo tecido de
acordo as atividades executadas no dia a dia pelos individuos (KUDLACEK et al,

2000).
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Quando se compara a largura de vértebras entre homens e mulheres percebe-se que
ela € maior nos homens, o que da a eles maior area de densidade mineral 6ssea, mas
a isto nao correspondem alteracbes no numero e espessura das trabéculas
(EBBESEN et al, 1999). Com o envelhecimento, a regido central da trabécula e suas
superficies degeneram e isto faz com que regiées dependentes das trabéculas para a
forca 0ssea, tais como o corpo vertebral e fémur proximal, sejam comprometidas na
fase de pos-menopausa nas mulheres e com o envelhecimento nos homens
(KUDLACEK et al, 2000).

A conservacao e integridade da massa 0ssea e, assim do esqueleto, dependem de
varios fatores, e dentre estes a presenca do estrogénio tem peso significativo para o
sexo feminino. Como citado anteriormente, 0s estrogénios estdo relacionados a
manutencdo do equilibrio entre a formacédo e a reabsorcdo O0ssea, especialmente
suprimindo esta Ultima por agir sobre os osteoclastos (MANOLAGAS, 2000). Sabe-se
que o horménio masculino, a testosterona, também e da mesma forma, reduz a
reabsorcdo 6ssea, mas essa acao normalmente € indireta, via aromatizacdo deste
horménio a estrogénio (FALAHATI-NINI et al, 2000). A reposi¢cdo hormonal
estrogénica ou androgénica tem sido capaz de suprimir essa maior reabsor¢cao 6ssea
(LAURENT et al, 2016; SATO et al, 2017; ACKERMAN et al, 2019). Como
consequéncia da queda nos niveis estrogénicos na mulher na fase p6s-menopausa,
ocorre um aumento na taxa de renovacgdo 6ssea associada a uma diminui¢cdo na
formacao do tecido, e com rapida perda 6ssea (COMPSTON, 1994).

O mecanismo envolvido na influéncia dos estrogénios sobre a aumentada atividade
osteoclastica € complexo e envolve uma serie de fatores e a via de sinalizagao
RANKL-RANK (ligante e receptor ativador do fator nuclear NFkB, respectivamente)

(NAGY, PENNINGER, 2015), conforme esquema apresentado na figura 01.
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Os estrogénios inibem a ligagdo RANKL-RANK e osteoprotegerina (OPG) regulando
varios hormdnios e citocinas, incluindo o paratorménio, o horménio esteroide
1,25(0OH)2D3, prostaglandinas, TNF-a, interleucina 6 (IL6) e o fator estimulante de
colénias de macréfagos (M-CSF), que ativam ou bloqueiam a diferenciacdo dos
osteoclastos (TAKAHASHI et al, 1988, EVELY et al, 1991; AKATSU et al, 1989;

AKATSU et al, 1991).

ESTROGENIOS

OPG
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RANKL
\ RANK

N

NFkp

\

TRANSCRICAO GENICA PARA
OSTEOCLASTOGENESE

Figura 1: Esquema de sinalizacdo RANKL-RANK para osteoclastogénese. Adaptado
de Nagy & Penninger em The RANKL-RANK Story. Gerontology 2015, 61:534-542.

Dessa forma, a queda dos horménios femininos durante a menopausa, ou apos
ovariectomia (OVX) em modelos experimentais em animais, leva a aumentados niveis

de interleucinas pro-inflamatorias (IL-1 e IL-6) e TNF-qa, e reduzidos niveis de TNF-f3
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e osteoprotegerina, que em conjunto aumentam os hiveis de RANKL com
conseguente aumento na atividade osteoclastica (NAGY, PENNINGER, 2015).

A terapia de reposicado hormonal com estrégeno e/ou progesterona é capaz de inibir
a atividade osteoclatica e aumentar a acao osteoblastica, e assim restaurar a massa
0ssea (ZALLONE, 2006).

Desde ha alguns anos, varios estudos mostraram que a regulacéo do remodelamento
0sseo, do risco e da consolidacédo de fraturas, tem associado o tecido 6sseo com o
sistema cardiovascular (KADO et al, 2000; HAUGE et al, 2001; HULLEY et al, 2002;
ERIKSEN et al, 2007). Estes estudos mostraram que em individuos com
comprometimento de determinados vasos (como por exemplo, a calcificacdo da
aorta), com desenvolvimento de doenca arterial coronaria, com insuficiéncia cardiaca
congestiva e naqueles com maior risco para eventos cardiovasculares, todos
apresentaram maiores niveis de perda 0ssea e osteoporose.

Individuos com hipertenséo arterial também tém mostrado altera¢cdes no metabolismo
do célcio com reducao da Densidade Mineral Ossea (DMO), e assim enfraquecimento
dos ossos CAPUCCIO et al (1999). Sabe-se que individuos hipertensos apresentam
alteracbes no metabolismo do célcio, com aumento da excrecdo urinaria de calcio,
aumento secundario na atividade da glandula paratireoide, uma tendéncia a baixos
niveis séricos de calcio ionizado e aumentado “movimento” do calcio do osso para o
sangue favorecendo as fraturas (MCCARRON et al, 1980; STRAZZULLO et al, 1983;
HVARFNER et al, 1987; GROBBEE et al, 1988; BRICKMAN et al, 1990; GADALLAH
et al, 1991; YOUNG et al, 1992). Esta associacdo entre acometimentos do sistema
cardiovascular e a possibilidade de fraturas osteoporéticas pode comprometer a
qualidade de vida e a longevidade da populacdo devido a sua associacdo com alta

morbi-mortalidade.
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Homens e mulheres com fraturas osteoporoticas tém um risco maior de mortalidade
qgquando comparados aqueles sem fraturas tem em vista 0 acometimento geral da
saude do individuo pelos longos periodos de imobilizacédo (BLIUC et al, 2009). Pode
haver aumentos nas taxas de perda 0ssea, e assim tornar o individuo propenso a
osteoporose pelo aumento na excrecao urinaria do ion, e assim maior saida dos 0ssos
para o sangue afim de equilibrar os niveis séricos (STRAZZULLO, 1991,
MACGREGOR, CAPPUCCIO, 1993). Nakagami et al (2013) confirmara a existéncia
da associacao entre comprometimento do sistema cardiovascular pela hipertensao e
a osteoporose, representada por baixa DMO, em seres humanos.

A osteoporose € uma doenca com prevaléncia mundial, na qual ocorre reducédo da
massa 0ssea e alteracdo na organizacdo microarquitetural do 0sso, com consequente
reducao na forca para suportar as cargas impostas a ele, o que leva a maior fragilidade
dos 0ssos, com consequente aumento no risco de fraturas (DUNNEWIND et al, 2017,
ENSRUD, CRANDALL, 2017; FUKUMOTO, MATSUMOTO, 2017; QASEEM et al,
2017).

Osteoporose de acordo com o “National Institutes of Health Consensus Development
Panel on Osteoporosis” € definida como uma “desordem esquelética caracterizada
pelo comprometimento da forga 6ssea com consequente aumento no risco de fratura”
(LORENTZON, CUMMINGS, 2015). As fraturas osteopordticas em humanos
dependem, da forca 6ssea, da taxa de quedas dos individuos e da DMO; além de
outras caracteristicas esqueléticas, tais como, macroarquitetura (forma e geometria),
microarquitetura (organizacao do osso cortical e do trabecular), composi¢cao mineral,
grau de desmineralizacdo, acumulo de microdanos, e turnover 6sseo. Em conjunto

estes parametros estabelecem a qualidade do osso, a qual tem se tornado cada vez
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mais importante de se avaliar para estimar a ocorréncia das fraturas (CURREY, 2003;
HEANEY, 2003; COOPER et al, 2005).

Ainda que a osteoporose normalmente tenha sido considerada uma doenca feminina
sabe-se que homens apresentam perda 0ssea significativa com o envelhecimento
(KUDLACEK et al, 2000). De acordo com SEEMAN (1999), e MANOLAGAS (2000) e
como ja destacado acima, a perda 0ssea feminina tem relacao direta com a deficiéncia
de estrogénio, enquanto no sexo masculino ndo se reconhece um mecanismo claro.
Ao que parece a DMO se correlaciona melhor com os niveis de estrogénio do que
com os niveis de testosterona e a reducdo nos niveis de horménio masculino com
menor aromatizacdo da testosterona a estrogénio, pode levar a perda 6ssea em
homens (KUDLACEK et al, 2000).

Um modelo animal para estudo da hipertensédo p6s menopausal (FORTEPIANI et al,
2003), os ratos SHR apresentaram desordens ésseas osteoporoticas pré-existentes
gquando comparados aos animais Wistar (IZAWA et al, 1995). Como ocorre na
osteoporose a prevaléncia da hipertensdo aumenta com a idade, sendo uma doenca
cronica complexa que envolve multiplos érgaos, considerada fator de risco para
doenca cardiaca, e causa principal de mortes em homens e mulheres (GILLIS,
SULLIVAN, 2016). Até por volta da sexta década de vida os individuos do sexo
masculino tem maior propensédo a hipertensao e, a partir dai, hA um aumento nos
niveis de pressao nas mulheres, que tendem a igualar ou mesmo ultrapassar os niveis
de hipertensdo encontrados nos homens (YOON et al, 2003, MOZAFFARIAN et al,
2016).

Em mulheres idosas, a reducdo de horménios sexuais femininos nesta fase é
considerada um fator de risco para pressdo arterial mais alta (WENGER, 1995;

RAJKUMAR et al, 1997; STAESSEN et al, 1997; GIERACH et al, 2006; NINIOS et al,
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2008). A despeito das diferencas sexuais quanto ao desenvolvimento da hipertensao
humana, as linhas de tratamento ndo diferem pelo sexo (JAMES et al, 2014).
Embora tenha sido previamente documentada a associacdo entre hipertensdo, DMO
reduzida e osteoporose em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (SATO et al,
2010; USHIJIMA et al, 2010; ARAI et al, 2013), os mecanismos celulares e
moleculares que entrelacam essas doencas geralmente ndo sdo reconhecidos e as
duas condic¢des sao tratadas separadamente (CAPPUCCIO et al, 1999; ASABA et al,
2009).

A exacerbacdo da atividade do SRA €& um importante fator de risco para doencas
cardiovasculares, desencadeando mecanismos que levam a aumentada resisténcia
vascular, e tendo por isso um importante papel no desenvolvimento da hipertenséo
arterial e, como consequéncia disso, drogas que atuam neste sistema tém sido usadas
para tratamento da hipertensédo (ZHAO et al, 2019).

Estudos mostraram que drogas anti-hipertensivas, como tiazidas (SCHOOFS et al,
2003), betabloqueadores e inibidores da enzima conversora de angiotensina
(SCHLIENGER et al, 2004) reduzem o risco de fraturas osteoporoéticas. Em relacao
ao efeito deste ultimo grupo de drogas, dados sugerem que O sistema renina-
angiotensina (SRA) pode estar envolvido no metabolismo 6sseo (SHIMIZU et al, 2008)
regulando aspectos ultraestruturais e metabdlicos deste tecido, pela acédo direta da
angiotensina Il (MASI, 2008; KALPAKCIOGLU et al, 2008). A angiotensina Il é capaz
de agir sobre as células envolvidas no metabolismo 6sseo por meio de receptores nos
osteoblastos e osteoclastos (NAKAGAMI et al, 2013), bem como estimular a
reabsorcdo 6ssea pela maior atividade osteoclastica (HATTON et al, 1992; ZHAO et

al, 2019) e também estimular a proliferacdo de osteoblastos (HIRUMA et al, 1997).
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Porém os estudos quanto ao papel do SRA na regulacdo do remodelamento ésseo
séo contraditorios.

Especificamente, a respeito do uso dos bloqueadores de receptores do tipo | de
angiontensina Il (ARAs da sigla em inglés angiotensin receptor blockers) os dados séo
controversos e inconclusivos (SHIMIZU et al, 2008; ZHANG et al, 2013; BIROCALE et
al, 2016; AYDOGAN et al, 2019). Alguns autores reforcaram o potencial de bloqueio
dos receptores do tipo | de angiotensina Il em reduzir a perda 6ssea (NAKAGAMI et
al, 2013).

SHIMIZU et al (2008) demonstraram em ratas ovariectomizadas, que a angiotensina
Il aumentou o RANKL em osteoblastos, e isto estimulou indiretamente a ativacao de
osteoclastos pela interacdo com seu receptor de membrana (RANK) levando a
reabsorcédo 0ssea e reduzida DMO; entretanto, o uso de olmesartan, um ARA, impediu
esse efeito. Em contraste a esses resultados, o uso de telmisartana, outro ARA,
causou efeitos diferentes em um estudo realizado em nosso laboratério com ratos
SHR machos, em que foram observadas perdas na DMO e pior resposta em
parametros biomecéanicos no tecido 6sseo (BIROCALE et al, 2016). Em um estudo
clinico em pacientes com hipertensdo leve, nos quais ndo foram alterados os
marcadores de turnover 6sseo (AYDOGAN et al, 2019) e estes achados confirmam a
controvérsia sobre o uso de ARAs e seus efeitos sobre o tecido 6sseo. Do mesmo
modo, o losartana foi incapaz de prevenir deterioracdo Ossea causada pela
orquidectomia em ambos os ratos, normotensos e hipertensos machos, sugerindo
uma menor participacao de receptores do tipo 1 de angiotensina Il (AT1) sobre o tecido
0sseo (ZHANG et al, 2013). Esses resultados controversos de diferentes ARAs podem
ser devidos ao modo de acdo de cada um deles, as doses experimentais e/ou aos

desenhos experimentais utilizados.
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Em nosso estudo escolhemos utilizar o ARA telmisartana, tendo em vista que estudos
tém demonstrado efeitos 6sseos satisfatorios pelo uso de ARAs (aumento na DMO e
diminuicdo na ativacdo osteoclastica) (Nakagami et al, 2013; ZHANG et al, 2013).
Desse modo, o tratamento da hipertenséo pela telmisartana poderia potencialmente

prevenir a perda 0ssea e ter um papel positivo neste tecido (GUAN et al, 2011).



32

1.2. Caracterizacao da telmisartana e sua relacdo com 0sso

Como citado anteriormente, SHIMIZU et al (2008) e ZHAO et al (2019) demonstraram
gue a angiotensina Il pode acelerar a perda 6ssea em funcao de seu papel estimulador
sobre a atividade osteoclastica (via de sinalizacdo RANKL-RANK), e tendo em vista
isto, o bloqueio da acéo da angiotensina Il sobre o receptor AT1 pode se configurar
como uma alternativa terapéutica para a perda éssea em pacientes hipertensos.
Diante desse cenario, o uso de drogas com acdao inibitéria sobre a via classica do
sistema renina-angiotensina ou porcdes dessa via, pode atenuar a perda Ossea
induzida por hipertensao arterial. KANG et al (2013) citam varios estudos e analises
epidemioldgicas que demonstram uma associacado entre drogas anti-hipertensivas e
funcdo Ossea e, drogas anti-hipertensivas acabam por impactar o metabolismo, a
forca e a densidade 6ssea de modo direto ou indireto, 0 que aponta para um estimulo

pré ou anti-osteoporético (OTT et al, 2008).
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Figura 02: Estrutura quimica da losartana e da telmisartana. Adaptado de “A
Systematic Comparison of the Properties of Clinically Used Angiotensin Il Type |
Receptor Antagonists (MICHEL et al, 2013)".



33

A telmisartana € um ARA (figura 02) com caracteristicas Unicas, pois, além de atuar
bloqueando os receptores do tipo | da angiotensina Il (figura 03), possui capacidade
de ativar, como agonista parcial, o receptor ativado por proliferador de peroxissomo
do tipo gama (PPARYy) (figura 04), uma superfamilia de receptores nucleares de
fatores de transcricdo ativados por ligantes, que atuam na regulacdo do metabolismo
de carboidratos e lipideos, melhorando a sensibilidade a insulina, reduzindo os niveis

de triglicerideos e os riscos para aterosclerose (BENSON et al 2004).
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Figura 03: Esquema simplificado do sistema renina angiotensina e papel de bloqueio
de AT: pela telmisartana. Adaptado de “Angiotensin Il AT1 receptor blockers as
treatments for inflammatory brain disorders (SAAVEDRA, 2012)”.

Existe uma semelhanga estrutural entre telmisartana utilizado no tratamento da
hipertenséo e a pioglitazona (tiazolidinediona - TZD) um potente ligante para PPARy
aprovado para o tratamento da diabetes tipo Il (PERSHADSINGH et al, 2003). Assim,
a telmisartana é uma droga uUnica em sua classe, pois, aléem dos efeitos classicos
sobre o receptor do tipo | de angiotensina Il, possui habilidade de ativar PPARYy

(BENSON et al, 2004).
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Como citado anteriormente o PPARYy faz parte de uma superfamilia de receptores
nucleares expressos em varios tecidos com funcdes regulatérias no metabolismo e

homeostasia de lipideos e glicose (MOSTI et al, 2014).
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Figura 04: Esquema da ligacdo da telmisartana e das glitazonas com o receptor
PPARy comparando suas magnitudes de respostas (agonismo parcial versus

agonismo total, respectivamente).

DUBOIS et al (2017) apontaram que o PPARy mobiliza os lipideos armazenados no
figado e no musculo esquelético direcionando-os para o tecido adiposo branco, assim
indiretamente aumentando a utilizagéo da glicose no figado e tecidos periféricos; essa
reducdo na lipotoxicidade melhora a sensibilidade a insulina do figado e tecidos

periféricos.
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A despeito desse importante papel regulador do metabolismo energético, agonistas
PPARy tém sido associados ao comprometimento 6sseo com perda tecidual, por
promoverem diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas derivadas da
medula 6ssea a adipocitos com reducéo da osteoblastogénese (LECKA-CZERNIK et
al, 2002; LAZARENKO et al, 2007; SATO et al, 2013) e por aumentarem a
diferenciacéo de osteoclastos (WU et al, 2010).

Embora os mecanismos envolvidos nesses achados n&do sejam totalmente
compreendidos, sabe-se que os agonistas do PPARy podem causar perda 0ssea in
vitro e em modelos in vivo (MA et al, 2010; WAN, 2010; STUNES et al, 2011; WU et
al, 2013; MOSTI et al, 2014; BILLINGTON et al, 2015). O tratamento com agonistas
de PPARYy - tiazolidinedionas - apresenta um risco significativo devido aos efeitos
adversos no 0sso humano, e a ativacao do PPARYy por TZDs causa perda 6ssea, pela
supressao na diferenciacao e atividade dos osteoblastos, reduzindo a formacéo 6ssea
e aumentando a diferenciacdo dos osteoclastos (MA et al, 2010; BILLINGTON et al,
2015). Outro possivel mecanismo subjacente a perda 6ssea relacionado a acédo dos
agonistas do PPARy envolve a diferenciacdo de células adipogénicas a partir das
células-tronco mesenquimais a custa da osteoblastogénese (SOTTILE et al, 2004;
BRAGDON et al, 2015).Tomados em conjunto, esses dados sugerem que O0S
agonistas do PPARy podem aumentar o risco de perda 0ssea.

Dados da literatura a respeito dos efeitos da telmisartana no 0Sso sdo escassos e, em
um estudo em ratas espontaneamente hipertensas e ovariectomizadas, MA et al
(2010), mostraram que a telmisartana reduziu a perda 0ssea decorrente do uso de um
agonista total de PPARYy, a rosiglitazona (tiazolidinediona ou glitazona) pelo aumento
na relacédo volume dsseo/tecido 6sseo, niumero de trabéculas e espessura trabecular.

Diante do exposto a telmisartana parece poder tanto proteger (efeito antagonista ao
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SRA) quanto prejudicar a qualidade da arquitetura 6ssea (papel agonista de PPARY).
Diante deste contexto surge a pergunta “de fato, qual o efeito da telmisartana no osso

de ratas espontaneamente hipertensas OVX ou ndo OVX?”
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1.3. Exercicio fisico e sua relacdo com 0sso

A revisdo de evidéncias epidemiolégicas sobre o0s beneficios preventivos e
terapéuticos do exercicio e dos principais mediadores biolégicos envolvidos
demonstra que o exercicio pode ser considerado uma "polipilula" para melhorar a
qualidade de vida da populacéo (FIUZA-LUCES et al, 2013).

A atividade fisica pode ser uma ferramenta eficaz na abordagem nao farmacolégica
de doencas cardiovasculares (DCVs) e osteoporose, pois pode promover adaptacées
fisiologicas que induzem a reducdo da pressdo sanguinea e promove sintese de
tecido O6sseo, 0 que apresenta um impacto positivo na prevencdo das perdas
relacionadas a idade (GUADALUPE-GRAL et al, 2009). Além disso, intervencdes com
exercicios fisicos demonstraram ser eficientes e eficazes, com menor impacto
econdbmico e efeitos colaterais em comparacdo com os meétodos farmacoldgicos
(CHEN et al, 2011).

Sabe-se que agentes farmacologicos podem reduzir os riscos de fraturas 6sseas
associadas a osteoporose pela inibicdo das vias de perda tecidual e estimulacéo
daquelas associadas a formacédo de novo osso (NEER et al, 2001; BAGGER et al,
2004; CHESNUT et al, 2004). Entretanto, € muito atrativa a ideia de inibir a perda
O0ssea sem os efeitos colaterais do uso sistémico de drogas, preservando a massa,
arquitetura e a forga 6sseas, e assim aumentando a resisténcia as fraturas.

Vérios tipos de exercicio fisico, tais como, corrida, salto, vibragdo, natacgéo,
levantamento de peso, dentre outros, podem ser utilizados e tém sido vistos melhorar
as caracteristicas 6sseas (GUADALUPE-GRAL et al, 2009). Modelos com o uso de
sobrecarga mecanica ciclica aumentam a cascata de remodelacdo 6ssea, melhorando

o0 aproveitamento mineral no 0sso esponjoso durante o crescimento pré-pubere
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(FUCHS et al, 2001) e oferecem um tratamento alternativo para prevenir perda 6ssea
em individuos idosos (SNOW et al, 2000; KERR et al, 2001; FRITTON et al, 2008).

O mecanismo exato pelo qual o exercicio fisico previne a osteoporose ainda néo esta
completamente esclarecido (PIGOZZI et al, 2009), mas os dados sugerem que 0O
exercicio pode ter um efeito positivo no esqueleto, e a sobrecarga mecanica gerada
pela atividade fisica foi citada como o principal meio de preservar e melhorar a massa
e, consequentemente, a forca 0ssea (OCARINO, SERAKIDES, 2006; SIEGRIST,
2008).

O exercicio fisico € capaz de alterar o metabolismo dsseo diretamente por meio da
tensdo (HENDERSON et al, 1998; CHERIAN et al, 2003). A forca mecanica a partir
do exercicio fisico é transformada em sinais que regulam o turnover 6sseo com
formacdo deste tecido (CHERIAN et al, 2003; NOMURA & YAMAMOTO, 2000).
Segundo VERHAEGHE et al (2000) a forca mecéanica aplicada ao osso produz
estimulacdo imediata e tardia para formacéo éssea e com isso ha melhora do tecido
para o suporte de cargas estressantes pela formagdo do 0sso. Sabe-se que 0s
estrogenos melhoram a sensibilidade destes mecanorreceptores as cargas
mecanicas, e sua perda leva a diminuicdo desta sensibilidade, o que aponta para uma

piora nessa resposta com o envelhecimento (LEE, LANYON, 2004).
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1.4. Justificativa dos Estudos

Tendo em vista o papel da telmisartana sobre o tecido 6sseo, atuando como ARA
e/ou ativando o PPARy de forma parcial, concomitantemente, reduzindo ou
aumentando potencialmente a atividade osteoclastica e, considerando que né&o
existem estudos, associando o0 uso da telmisartana em um modelo de osteoporose
menopausal e hipertenséao, avaliou-se o efeito do uso desta droga sobre o tecido
0sseo no fémur e vértebra lombar em ratas SHR, as quais apresentam desordens
O0sseas osteoporoticas pré-existentes, na presenca (condicdo SHAM) e auséncia de
variabilidade fenotipica decorrente dos horménios sexuais (ovariectomia).

Além disso, tendo em vista que o exercicio fisico € uma ferramenta nao farmacolégica
considerada eficiente para o tratamento de doencas cardiovasculares e osteoporose,
avaliou-se o efeito desta intervencdo nos mesmos 0ssos de um protocolo de corrida
em esteira por 8 semanas no modelo de deprivacdo hormonal e hipertensdo (ratas
SHR SHAM ou OVX).

Nossa hipétese foi que a telmisartana e o exercicio fisico em esteira, influenciam as
condi¢cBes hipertensivas das ratas SHR reduzindo a pressdo arterial, e ainda, que
ambas as abordagens alteram parametros densitométricos, biomecéanicos e

microarquitecturais dos ossos avaliados.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do tratamento com telmisartana e do exercicio fisico de corrida em
dois estudos diferentes num modelo de osteoporose e hipertensdo menopausal em

ratas espontaneamente hipertensas (SHRs) ovariectomizadas ou nao.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos do uso de telmisartana ou da realizacdo de exercicio fisico nos
diferentes grupos estudados, sobre:

- Parametros ponderais peso corporal, peso do coracdo, comprimento tibial e razéo
peso do coracdo e comprimento da tibia.

- Os niveis de pressao arterial.

- A densidade mineral 6ssea de fémur e vértebra lombar.

- Aspectos estruturais e/ou microestruturais no tecido ésseo.

- Os parametros biomecanicos do fémur em testes de flexdo de 3 pontos.

- Indices morfométricos da estrutura trabecular da regi&o proximal do fémur.

- A expressao proteica de PPARy no fémur.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aprovacéo do Projeto

O comité de ética em Pesquisa com Animais, do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Espirito Santo — UFES - avaliou e aprovou o referido estudo

sob o Protocolo CEUA nimero 64/2012.

3.2. Delineamentos do Estudo

Para observar a importancia da presenca ou reducao drastica dos horménios sexuais
femininos, e ainda, os efeitos associados disso a uma abordagem farmacolégica ou a
uma nao farmacoldgica, foram realizados dois estudos experimentais:

1) Estudo em ratas SHR submetidas a cirurgia ficticia (SHAM) ou ovariectomia
tratadas com telmisartana.

2) Estudo em ratas SHRs submetidas a cirurgia ficticia (SHAM) ou ovariectomia que

realizaram exercicio fisico de corrida em esteira.

3.2.1. Estudo em ratas SHR submetidas a cirurgia ficticia
(SHAM) ou a ovariectomia tratadas com telmisartana

Ratas espontaneamente hipertensas adultas (3 meses de idade) foram colocadas em
um ambiente com controle de temperatura e umidade, e ciclos de 12 horas de claro e
escuro. Os animais receberam agua e uma racao padréo para ratos (Purina Labina,

SP-Brasil) a vontade (ad libitum). Todos os procedimentos foram realizados de acordo
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com as diretrizes de pesquisa biomédica para o cuidado ético e uso de animais em
pesquisas cientificas, e o protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica da
UFES para uso em animais. Apos 14 dias do procedimento de ovariectomia ou da
cirurgia simulada (SHAM), os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes
seis grupos seguintes: 1) ratas SHAM que receberam veiculo (SS), 2) ratas SHAM
com uso de telmisartana (ST), 3) ratas ovariectomizadas/castradas que receberam
veiculo (CS), e 4) ratas ovariectomizadas/castradas com uso de telmisartana (CT).

Todas as ratas dos grupos SS e CS receberam gavagem oral diaria durante 8
semanas com veiculo (carboximetilcelulose de s6dio-CMC-Na a 0,5%) e aquelas dos
grupos ST e CT receberam uma dose de telmisartana dissolvido em veiculo (5
mg/kg/dia). Todos os animais foram pesados semanalmente para medir a massa
corporal em uma balanca digital para ajustar a dose da droga e do veiculo e para

analise biométrica.

3.2.2. Estudo em ratas SHR submetidas a cirurgia ficticia
(SHAM) ou a ovariectomia submetidas a exercicio fisico em
esteira

Ratas espontaneamente hipertensas adultas (3 meses de idade) foram colocadas em
um ambiente com controle de temperatura e umidade, e ciclos de 12 horas de claro e
escuro. Os animais receberam agua e uma ragdo padrédo para ratos (Purina Labina,
SP-Brasil) a vontade (ad libitum). Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com as diretrizes de pesquisa biomédica para o cuidado ético e uso de animais em
pesquisas cientificas, e o protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica da
UFES para uso em animais. Ap6s o0 procedimento de ovariectomia ou da cirurgia

simulada (SHAM), os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes seis
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grupos seguintes: 1) ratas SHAM que receberam veiculo (SS), 2) ratas SHAM
submetidas a exercicio fisico em esteira elétrica (SE), 3) ratas
ovariectomizadas/castradas que receberam veiculo (CS), e 4) ratas
ovariectomizadas/castradas submetidas a exercicio fisico em esteira elétrica (SE).

Todas as ratas dos grupos SS, SE, CS e CE receberam gavagem oral diaria durante
8 semanas com veiculo (carboximetilcelulose de s6dio-CMC-Na a 0,5%) e, além
disso, as ratas dos grupos SE e CE foram submetidos a sessdes diarias de exercicio
fisico em esteira. As ratas exercitadas foram aclimatadas na esteira (EP131, Insight,
Sdo Paulo, Brasil) pela corrida numa intensidade progressiva (15-18 m/min de
velocidade em inclinacdo de 0% por 15-60min/dia) por uma semana e, entao,
rreinaram regularmente na velocidade de 18 m/min de velocidade por 60 minutos, 5
dias por semana por 8 semanas. Todos 0s animais foram pesados semanalmente
para medir a massa corporal em uma balanca digital para ajustar a dose do veiculo e

para analise biométrica.

3.3. Procedimentos Metodologicos Comuns

3.3.1. Ovariectomia

Apods a anestesia intraperitoneal (i.p.) com mistura de quetamina (70 mg/kg) e xilazina
(10 mg/kg), os animais tiveram a regiao dos flancos tricotomizados e assepsiados com
alcool iodado. As ratas entdo foram submetidas a uma incisdo de 1 a 1,5 cm na pele,
entre a Ultima costela e a coxa, a 1 cm da linha mediana, seguida de uma incisao na
camada muscular até o alcance da cavidade peritoneal, seguida da exteriorizacao dos

ovarios e trompas. Apés abrir a cavidade peritoneal ma linha de sutura absorvivel foi
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passada ao redor dos ovarios para posterior ligadura da tuba uterina e remocao dos
ovarios. Apos a retirada da trompa uterina, foi realizada sutura da musculatura e pele,
a regiao foi limpa e o procedimento foi repetido no lado oposto, realizando-se a
ovariectomia bilateral. Os animais submetidos a cirurgia ficticia (SHAM) tiveram uma
incisao feita na pele e musculatura com posterior exposi¢cado dos ovarios, porém sem
remocao dos mesmos. Todos os animais foram operados durante o0 mesmo periodo e
comecaram a receber por gavagem doses de 5mi/kg/dia de veiculo ou telmisartana

apos catorze dias de recuperacao.

3.3.2. Medida da presséao arterial

Para a determinacgdo da presséo arterial sistélica (PAS) final foi utilizado o método de
pletismografia de cauda, usando um gravador de electro-esfigmomanémetro (IITC Life
Science - 23924 Victory Blvd, Woodland Hills, CA) 48 horas ap6s o final do periodo
de tratamento. Os ratos foram acondicionados em tubo cilindrico de acrilico, no qual
a regido proximal da cauda se encaixa a um manguito de borracha ligado ao
esfigmomanémetro para insuflar e desinsuflar automaticamente em intervalos fixos de
aproximadamente 40 segundos. Préximo ao manguito foi acoplado um transdutor de
pulso (sensor) que captou os sinais a serem enviados e registrados no computador.
As medidas de pressao utilizadas neste estudo so tiveram inicio apds um periodo de
aclimatacdo, onde os animais por trés vezes, em dias diferentes, por dez minutos
foram inseridos no aparelho da mesma forma que foram submetidos para medida de
PAS, entretanto a pressdo nao foi registrada. O objetivo deste procedimento foi
adaptar os animais a situagdo da medida de presséo, de maneira a evitar a0 maximo

sua movimentacao durante o registro. Todas as medidas foram realizadas pela manha
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e trés leituras foram realizadas para cada animal, e os resultados foram expressos

como uma meédia (Endlich et al, 2017).

3.3.3. Analise de densitometria 0ssea por absorcdo dupla de
raios-X (DEXA)

Apos o periodo de 8 semanas das intervencdes, os animais foram eutanasiados, e 0s
0ssos, fémur e tibia da pata esquerda, e a quinta vértebra lombar foram retiradas com
instrumentos cirdrgicos, limpos de partes moles, imersos em solucdo salina e
congelados a -20°C para posterior andlise. Para andlise subsequente, os fémures e
as vértebras foram lentamente descongelados e mantidos imersos em solucéo salina
até o teste. Para as analises de densidade mineral 6ssea (DMO) os ossos foram
posicionados no plano frontal e anteroposterior na mesa do escaner orientados da
mesma forma e foram escaneados de acordo com o protocolo padrdo de acordo com
as instrucdes do fabricante. A densitometria 6ssea (absorciometria radiol6gica de
dupla energia - DEXA) foi utilizada para avaliar a densidade mineral 6ssea (DMO) e o
conteado mineral 6ssea (CMO) da quinta vértebra da coluna (L5), do fémur total
(comprimento total do fémur incluindo diafise e epifises) e regides proximal (R1),
média (R2) e distal (R3) do fémur. Utilizou-se o dispositivo Discovery-A SN: 80999
Hologic (Bedford, MA, EUA) do Laboratério de Metabolismo Osseo da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, no modo de alta resolugdo, com o auxilio do
software para pequenos animais, fornecido pelo mesmo fabricante. A preciséo do
DEXA para avaliar a DMO foi previamente analisada medindo o coeficiente de

variacao, expresso como uma porcentagem da média. O coeficiente de variacéo foi
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de 1,9% para a coluna vertebral e 0,6% para o fémur total. Juntos, esses dados

indicam alta precisdo das medidas (Paniagua et al, 1998; Patullo et al, 2009).

3.3.4. Parametros Biométricos

3.3.4.1. Peso Corporal, do Coracéo e dos Orgdos Acessorios
Sexuais

Durante as 8 semanas de tratamento, os animais foram pesados semanalmente com
o intuito de adequacdo da dose individual utilizada no tratamento (veiculo ou
telmisartana) em balanca digital de precisdo (KERNs, modelo 573, Balingen,
Alemanha) para acompanhamento longitudinal. ApoOs a eutanasia dos animais, 0S
pesos do coracdo e do Utero (em gramas) foram obtidos por meio de uma balanca

eletronica.
3.3.4.2. Medidas femorais e tibiais

As andlises biométricas e biomecéanicas foram realizadas no Laboratério de
Neuroendocrinologia da Universidade Federal de Séo Carlos.

Comprimento do fémur esquerdo: Esta mensuracdo foi realizada com um
paquimetro (precisdo de 0,05 mm) seguindo a padronizagdo referencial: regido distal
dos céndilos femorais (face articular com a tibia) e saliéncia 6ssea mais proximal do
trocanter maior.

Comprimento da tibia esquerda: as medidas foram realizadas com auxilio de
paquimetro (precisdo de 0,05 mm), tendo como referéncia o platé tibial e o maléolo

medial.
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3.3.5. Analise Biomecanica

ApOs a andlise biométrica, os ossos foram mantidos em um dessecador por 24h, de
modo a remover 0 ar presente nos poros 0sseos. Posteriormente, a massa imersa
(mimm) € @ massa umida (mwet) foram obtidas e, em seguida, a analise biomecéanica foi
iniciada.

As propriedades biomecéanicas foram mensuradas pelo teste de flexdo em trés pontos
usando uma maquina de teste universal Instron, modelo 4444, Canton,
Massachusetts/EUA (figura 05) com uma célula de carga com capacidade de 100 kgf.
As extremidades dos ossos foram apoiadas em dois cilindros com 3 mm de diametro
e a uma distancia de 21,70 mm. A carga foi aplicada na regido central de cada 0sso

(Trebacz, Zdunek, 2006).

Figura 05: Maquina de Ensaio Universal Instron (modelo 4444) utilizada para o0 ensaio
de flexdo a trés pontos em fémures de ratos. A: painel de controle; B: célula de carga
ligada a ponte de extensiometria (1 kN); C: haste cilindrica para a aplicacao de carga
(forca); D: osso (fémur de rato); E: suporte.
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No inicio do teste, uma pré-carga de 10N foi aplicada na direcdo postero-anterior
(perpendicular ao eixo longitudinal) para estabilizar o fémur. Apés acomodacéo de 1
min e periodo de estabilizacdo, aplicou-se uma forca da mesma maneira, a uma
velocidade constante de 0,5 cm/min até o momento da fratura. Como resultado da
forca aplicada ao 48émur, o software Instron (série 1X) gerou um grafico sobrecarga
versus deformacéo (figura 06). A analise das curvas nos permitiu obter as seguintes
propriedades biomecanicas: deformacdo (deslocamento) maxima, deformacao
(deslocamento) no ponto da fratura, carga (forca) maxima e carga (forca) de fratura,
resiliéncia, tenacidade e rigidez. Para definicdo destes parametros e como estes sao
demonstrados na curva sobrecarga deformacao temos:

Deformacdes (mm): distancias movidas pelo cilindro de carga registrada pelo
equipamento: no limite elastico, no ponto de carga maxima e de fratura (D1, D2 e D3
respectivamente, figura 05).

Carga no Limite Elastico (N): carga que separa a fase elastica da plastica (C1, na
figura 2). Para o tecido 6sseo a fase elastica corresponde a por¢ao linear da curva e
a fase plastica, a parte ndo linear da mesma. O ponto de unido das duas corresponde
ao limite elastico.

Carga Maxima (N): Corresponde a maior carga suportada pela amostra (fémur)
durante o ensaio (Cz, figura 05).

Carga de Fratura (N): Corresponde a carga aplicada no momento da fratura da
amostra (fémur) ao longo do ensaio (Cs, na figura 05).

Resiliéncia (J): Corresponde a area sob a curva carga x deformacao até o limite
elastico. Representa a energia absorvida pelo tecido 6sseo durante a fase elastica, ou

seja, 0 impacto que a amostra suporta sem deformar-se permanentemente.
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Tenacidade (J): Corresponde a area sob a curva carga x deformacéo até o ponto de
ruptura. Representa a energia necessaria para provocar a ruptura do material, ou
seja, a capacidade de uma estrutura resistir a uma forca de impacto depende da
tenacidade do material.

Rigidez (N/mm): Determinada por meio da inclinacédo da reta (T) ajustada aos pontos
da curva carga x deformacéo na fase elastica (SOGAARD et al., 1997). Representa a

capacidade de resistir a deformacdes.
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Figura 06: Gréafico Carga x Deformacéo utilizado para determinagéo das propriedades
biomecéanicas: Ci: Carga no Limite Elastico; D1: Deformacéo (deslocamento) no Limite
Elastico; C2: Carga Maxima; D2: Deformacao (deslocamento) na Carga Méaxima; Cs:
Carga de Fratura; Ds: Deformacéo (deslocamento) na Carga de Fratura (maxima);
O/C1/D1: a area desta regiao corresponde a Resiliéncia (a energia absorvida na fase

pY

elastica); Ci/Cs/D1/D3: a éarea desta regido corresponde a tenacidade (energia
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absorvida até a carga maxima); T: tangente da regido O/C1da curva, sendo o angulo

desta correspondente a Rigidez.

3.3.6. Analise Fisica

Ap0s analise biométrica, os ossos foram mantidos em um dessecador por 24h com o
objetivo de retirada do ar presente nos poros 6sseos, e neste momento, foi obtida o
peso seco (Ps). Em seguida obtiveram-se os pesos imerso (Pi) e peso umido (Pu).
Esses dados foram coletados antes do ensaio biomecéanico e, apdés 0 mesmo, as
amostras foram armazenadas em uma estufa na temperatura de 100° C durante 24
horas com o intuito de desidratacéo e, posteriormente, obteve-se o peso seco (Ps).
Para obtencdo do peso das cinzas (material mineral - Pm), os ossos foram colocados
em uma mufla na temperatura de 800° C por um periodo de 24 horas
(NORDSLETTEN et al., 1994). Todas as medidas citadas foram obtidas por meio de
uma balanca eletrénica (Chyo, modelo JEX 200, Instruchem Inc., Manila, Filipinas).
Usando o principio de Arquimedes, o volume do osso (VO) foi obtido; entdo, a
densidade 6ssea (DO) e a densidade mineral (DM), percentuais 6sseos de agua,
material organico e material mineral, foram obtidas por meio das férmulas citadas

abaixo (MARTIN, 1990):

VO = (Pu — Pi) (cm3)
p

DO =__Pu__(g/cm?d)
VO

DM = _Pm (g/cm?3)
VO )
Percentual Osseo de Agua = _100 x (Pu-Ps) %
Pu
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Percentual Material Organico = _100 x (Ps-Pm) %
Pu

Percentual Material Mineral = 100 x Pm %
Pu
Onde:

Pu = peso umido 0sseo

Ps = peso dsseo da amostra desidratada
Pi = peso imerso 0sseo

Pm = peso do material mineral (cinzas)

p = densidade da agua

3.3.7. Mensuracdo de parametros arquiteturais da estrutura
trabecular por microtomografia computadorizada (UMCT ou
MicroCT)

A analise dos parametros microarquitecturais do fémur proximal foram realizadas no
laboratério de Fisica Nuclear Aplicada da Universidade de Sorocaba, Sao Paulo,
Brasil.

A avaliacdo da microestrutura trabecular do fémur foi feita usando um equipamento
para microtomografia computadorizada da Bruker (modelo SkyScan 1174, Kontich,
Belgium). As imagens tomograficas foram coletadas colocando as amostras do fémur
no interior da camara tomografica. Cortes de imagem foram obtidos utilizando as
seguintes configuracdes do sistema tomogréfico: tensdo operacional de 45 kV e
corrente elétrica de 730 pA. A técnica empregada para a obtencdo de uma imagem
tomogréafica envolveu a aquisicdo de diversas radiografias do objeto (cortes de
imagens), obtidas pela mensuragéo da intensidade dos raios X transmitidos através

da amostra, em diferentes posi¢des angulares. As amostras de fémur foram giradas
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180 graus, com cada posicdo angular variando 0,8 graus em relacdo a anterior,
produzindo 225 radiografias (projecdes) por imagem, cada uma contendo 1024 x 1024
pixels com uma resolucéo espacial de 9,8 um. Na saida da fonte de raios X, utilizou-
se um filtro de Al com 0,5 mm de espessura.

O osso cortical e trabeculado do colo do fémur foram obtidos quantificando o volume
de interesse (VOI) de estruturas tridimensionais (3D) de todos 0s animais e extraindo
medicdes de cada grupo de dados no software NRecon ™ da Bruker (verséao 1.6.9.4,
Kontich, Bélgica). Utilizando a ferramenta de selecdo de poligonos, foram definidas a
area do osso cortical e trabeculado circundando a margem externa (cortical) e interna
(trabecular) do colo do fémur. Consequentemente, maior fidelidade para a area
selecionada foi adquirida utilizando ferramenta de interpolacéo dinamica.

Para as imagens binarias, foi assegurado o uso apropriado do limiar dos valores de
osso cortical e trabecular, os quais foram utilizados para todas as analises
morfométricas subsequentes. O processamento da imagem foi necessério para a
analise 3D dos parametros morfométricos que influenciam nas propriedades
mecanicas e estruturais. Estes parametros foram calculados utilizando o mesmo
software baseado em modelo de volume e a segmentacéo de cada colo femoral foi
realizada utilizando o referido programa. Algoritmos matematicos apropriados foram
posteriormente utilizados para reconstruir a imagem tomografica tridimensional (3D)
das amostras de fémur, através de composi¢cdo adequada de imagens bidimensionais
(2D). As imagens tridimensionais possuiam 1024 x 1024 x 1024 pixels e a mesma
resolucao espacial das imagens 2D, e assim o volume de dados gerado para cada
amostra de fémur foi isotropico em relacdo a resolucédo espacial. Depois de reunir

todas as projecOes (radiografias reunidas em cada posi¢cdo angular), utilizamos o
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software acima referido que utiliza um algoritmo para reconstruir as imagens
tomograficas (Feldkamp LA, Davis LC, 1984).

Os parametros de mensuracdo e abreviacbes para analise morfométrica 3D do
MicroCT foram: volume tecidual, volume 6sseo, fracdo do volume osso (BV/TV (%),
razao superficie 6ssea pelo volume 6sseo, densidade da superficie 6ssea (superficie
0ssea pelo volume tecidual), indice de modelo estrutural, grau de anisotropia [DA]),
espessura trabecular (Tb.Th [um]), numero de trabéculas (Tb.N [1/mm]), separacéo
trabecular (Tb.Sp [um]), nimero de poros fechados, porosidade trabecular (Tb.Po
[%]), volume total de espaco poro, conectividade trabecular, densidade de

conectividade.

3.3.8. Analise da expressao proteica do PPARy por Western
Blotting

Os fémures foram dissecados, limpos de todo tecido muscular e conectivo ao redor, e
foram mantidos congelados a -20°C até o processamento. Os ossos foram acoplados
a uma haste de metal e imersos em nitrogénio liquido por 1 min e 30 seg e
imediatamente macerados em tampéo de lise (100 mmol/L de NaCl, 50 mmol/L de
Tris-base, 5 mmol/L de EDTA, 2 Na, 50 mmol / L de Na4P207.10H20, 1 mmol / L de
MgCl2, 1% de Nonidet P40, 0,3% de Triton x-100 e 0,5% de desoxicolato de sodio,
pH = 8), contendo inibidor de protease (Sigma Fast, Sigma, EUA) e inibidores de
fosfatase (20 mmol/L de NaF, 1 mmol/L de Na3VO4) e posteriormente sonicados por
5 vezes. O tecido lisado foi centrifugado por 20 min a 4°C a 20.000 rpm. O
sobrenadante foi transferido para um tubo novo e as proteinas foram quantificadas

pelo método de Bradford.
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Sessenta microgramas de proteina foram diluidos em tampé&o (5% - 2M Tris, pH = 6,8,
20% glicerol, 30% SDS, 25% mercaptoetanol, 0,1% Bromophenol Blue) e foram
separados por eletroforese usando SDS-PAGE. As proteinas foram transferidas para
membranas de PVDF (Biorad). Apos incubacédo com solucéo de bloqueio (Tris 20 mM,
NaCl 150 mM pH 7,6, Tween a 0,05% e albumina a 4%), as membranas foram
incubadas a 4°C, durante a noite com anticorpos especificos primarios: PPARYy anti
mouse ([1:200], Santa Cruz, Inc., USA) ou para 3-actina anti mouse ([1:5000], Santa
Cruz, Inc., USA). Em seguida, as membranas foram lavadas (5 min trés vezes) e
incubadas durante uma hora com anticorpo secundario conjugado com peroxidase
(HRP) [1:5.000]: anti-lgG mouse (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As bandas
imunorreativas foram detectadas com uma reacao de quimioluminescéncia utilizando
substrato de peroxidase (Luminata HRP Substrate-Millipore) e a reacao foi captada e
guantificada pelo software Bio-rad Image Lab 5.2.1 (figura 07). Em cada ensaio
experimental fez-se a normalizacdo com a proteina controle p-actina visando diminuir

0s possiveis erros associados as variagdes nas concentracdes das proteinas.

Cassete
com gel

T
»
L

27 \\

Bandas proteicas

60 Mg separadas

Transferéncia das Revelagéo
proteinas

Figura 07: Esquema global de uma eletroforese em gel. Adaptado de

httpAvww.creative-diagnostics.comySample-Gel-Preparation.htm
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3.4. Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados utilizando-se os valores da média £+ EPM e as
comparacdes multiplas foram realizadas por analise de variancia (ANOVA) de duas
vias, seguida de pdés-teste de Fisher. O nivel de significancia utilizado foi de p<0,05
para todas as comparacdes e as analises estatisticas foram realizadas utilizando

GraphPad Prism (versao 6.01, GraphPad Software, Inc.)
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4. RESULTADOS

Para estudar os efeitos do uso de telmisartana e do exercicio fisico de corrida em
esteira sobre varios parametros da estrutura 6ssea do fémur e quinta vértebra lombar,
utilizamos um modelo experimental no qual a ovariectomia de animais SHR para
mimetizar a situagcdo humana de reducdo na producdo de hormdnios sexuais
associada a hipertensao arterial (como ocorre na pos-menopausa). A apresentacao
dos resultados das duas intervencdes delineadas no presente estudo foi realizada em
sessBes distintas, uma vez que o tratamento estatistico dos dados foi feito em
separado, em coeréncia com 0s objetivos do estudo, que néo foi comparar as duas

intervencoes.

4.1. Ratas SHRs submetidas a cirurgia ficticia (SHAM) ou a
ovariectomia (OVX) que receberam telmisartana ou veiculo

4.1.1. Presséao Arterial Sistélica (PAS) e Parametros Ponderais

Os valores de PAS foram reduzidos nas ratas SHAM tratadas com telmisartana (ST)
guando comparadas as ratas do seu respectivo grupo controle ndo tratado que
recebeu veiculo (grupo SS), e as ratas do grupo OVX que recebeu telmisartan (grupo
CT) tiveram reducao na PAS quando comparadas com as ratas dos demais grupos
(SS, ST e, as ratas OVX gue receberam veiculo, CS). Os valores encontrados assim
como as comparacoes entre 0os grupos foram as seguintes: 1) ST: 122,8 + 2,81 mmHg

versus SS: 190,8 £ 2,3 mmHg; e 2) CT: 111,2 = 3,70 versus SS: 190,8 + 2,3 mmHg
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ou versus ST: 122,8 + 2,81 mmHg ou versus CS: 191,2 + 3,44 mmHg e estdo
representados na figura 08.
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Figura 08: Valores de pressao arterial sistélica (PAS) apos tratamento de 8 semanas
com o uso de telmisartana (5mg/kg/dia) ou veiculo. Os valores representam a média
+ EPM (n = 7). Diferencas sdo como se segue: “ p < 0.05 vs. grupo SS, *p < 0.05 vs.

demais grupos (ANOVA de duas vias e teste post hoc de Fisher).

Na tabela 01 apresentam-se os parametros fisiolégicos ponderais iniciais e os efeitos
da telmisartana nas ratas SHAM e ovariectomizadas. A ovariectomia (grupo CS) per
se promoveu alteracbes esperadas em relacdo aos parametros avaliados
comparando-se ao grupo SS: aumentou o peso corporal final e reduziu o peso do
atero, e ainda, aumentou o0 peso do coracgéo e, esses dados apontaram para eficiéncia
da cirurgia de OVX.

Nas ratas SHAM tratadas com telmisartana (ST) houve reducao no peso corporal final,
no peso do corac¢ao, no comprimento da tibia e na razdo entre o peso do coragéo pelo

comprimento da tibia quando comparado com o grupo SS e, 0 uso de telmisartana



58

pelas ratas OVX (grupo CT) também causou alteracfes em relacéo as ratas do grupo
CS: reducéo do peso corporal, reducao do peso do coracao e reducao da razdo peso

do coracao pelo tamanho da tibia (tabela 1).
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Tabela 01. Efeito do tratamento com telmisartana sobre o peso corporal, peso uterino, peso do coracdo, comprimento tibial, e razéo
peso do coracdo pelo comprimento da tibia. Grupos de animais: SS (SHAM), ST (SHAM com uso de telmisartana) CS (OVX veiculo),
CT (OVX com uso de telmisartana).

Variavel SS ST CS CT
Peso Inicial (g) 160 + 1.48 162,36 + 1,78 164,52 + 2,83 163,20 + 2,22
Peso Final (g) 199,66 + 3,87 186,85 + 3,702 245,64 + 5,552 215,82 + 3,09°
Peso Uterino (g) 0,426 + 0,035 0,360 + 0,038 0,122 + 0,0322 0,093 + 0,004
Peso do Coragéo (g) 0,830 + 0,022 0,692 + 0,023 0,900 + 0,019 0,689 + 0,098°
Comp. da Tibia (cm) 3,65 = 0,033 3,59 £0,021 3,71 £0,0242 3,72 £ 0,024
Coracao/Tibia (g/cm) 0,2289 + 0,006 0,1926 + 0,006 0,2427 + 0,051 0.1852+ 0,054

Valores representam a média + EPM (n = 7): 2p<0.05 vs. grupo SS, P p<0.05 vs. grupo CS, (ANOVA de duas vias e teste post hoc
de Fisher).
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4.1.2. Parametros Biométricos, Biomecanicos e Fisicos do
Fémur

Em relacdo aos efeitos da telmisartana sobre os parametros biométricos e
biomecanicos o uso da droga, nas ratas SHAM e OVX, causou danos em geral no
tamanho do fémur, na carga maxima, rigidez, resiliéncia, e carga de fratura. As tabelas
02 e 03 apresentam os efeitos biométricos, biomecanicos e fisicos no fémur esquerdo
das ratas SHAM ou OVX, tratadas ou ndo com telmisartana (SS, ST, CS e CT).

A OVX (ratas CS) levou a aumento no tamanho do fémur (versus SS) e o uso da
telmisartana pelas ratas SHAM (ST) causou reducdo no tamanho do fémur, forca
maxima, rigidez, resiliéncia e forca maxima para fratura quando se comparando com
as ratas do grupo SS. O uso de telmisartana pelas ratas OVX (grupo CT) aumentou o
deslocamento na forca maxima (CS).

Ainda que o teste biomecéanico tenha demonstrado tais diferencas, quando foram
avaliados os parametros fisicos nenhuma das caracteristicas estruturais do fémur
demonstrou qualquer diferenca entre 0s grupos experimentais quando esses
parametros foram avaliados indiretamente (método direto versus indireto).

Em relacdo a tibia, tabela 04, os parametros da andlise fisica também néo diferiram
entre 0S grupos, exceto para o peso imerso da tibia em que as ratas que usaram
telmisartana (ST), tiveram menor valor comparando-se com as ratas do grupo SS,
além disso, o conteudo mineral foi reduzido com uso do telmiartan em relacdo ao

grupo SHAM (ST versus SS).
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Tabela 02: Efeito do tratamento com telmisartana sobre parametros biométricos e biomecanicos do fémur. Grupos de animais: SS
(SHAM veiculo), ST (SHAM com uso de telmisartana), CS (OVX veiculo), CT (OVX com uso de telmisartana).

Variavel SS ST CS CT
Fémur, cm 3,28 £ 0,01 3,19 + 0,022 3,34 + 0,012 3,32+0,01
Forca Maxima (N) 0,092 + 0,003 0,080 £ 0,0012 0,091 + 0,002 0,087 £ 0,002
Desloc. na Forca Max. (mm) 0,879 £ 0,035 0,853 £ 0,033 0,847 £ 0,051 0,996 + 0,050°
Rigidez (N/mm) 227,52 + 20,51 192,67 + 7,382 208,01 + 7,99 173,83+ 12,74
Resiliéncia (J) 0,048 + 0,006 0,034 £ 0,003? 0,042 + 0,003 0,046 + 0,003
Tenacidade (J) 0,076 + 0,005 0,069 + 0,008 0,073 + 0,006 0,076 = 0,05
Forca Maxima para Fratura (N) 0,076 + 0,004 0,054 + 0,0052 0,072 + 0,004 0,070 + 0,003
Desloc. no Ponto de Fratura (mm) 1,255 + 0,053 1,392 + 0,169 1,288 + 0,101 1,335 + 0,068

Valores representam a média + EPM (n = 7): 2 p<0.05 vs. grupo SS, P p<0.05 vs. grupo CS (ANOVA de duas vias e teste post hoc
de Fisher).



62

Tabela 03: Efeito do tratamento com telmisartana sobre parametros fisicos do fémur. Grupos de animais: SS (SHAM veiculo), ST
(SHAM com uso de telmisartana), CS (OVX veiculo), CT (OVX com uso de telmisartana).

Variavel SS ST CS CT

Volume do Fémur (cm3) 0,374 £ 0,011 0,363 £ 0,010 0,404 £ 0,012 0,390 + 0,010
Peso Umido do Fémur (g) 0,645 + 0,016 0,638 £ 0,016 0,679 £ 0,018 0,654 + 0,014
Peso Imerso do Fémur (g) 0,270 = 0,006 0,267 + 0,004 0,275 = 0,007 0,264 = 0,005
Peso Seco do Fémur (g) 0,376 £ 0,011 0,359 + 0,006 0,387 £ 0,011 0,368 + 0,009
Peso Cinzas do Fémur (g) 0,305 +0,012 0,296 + 0,011 0,293 + 0,012 0,297 = 0,007
Densidade Mineral (g/cm?3) 0,822 £ 0,041 0,825 + 0,040 0,726 + 0,026 0,767 £ 0,022
Densidade Ossea (g/cm?®) 1,725 + 0,014 1,771 + 0,057 1,684 + 0,015 1,681 + 0,011
Conteudo de H20 (%) 41,82 £ 0,697 42,98 £ 1,978 43,09 + 0,767 43,75 + 0,631
Conteudo Orgéanico (%) 10,60 + 2,290 10,30 + 2,069 13,81 + 1,292 10,61 + 1,572
Conteudo Mineral (%) 47,56 + 2,146 46,70 £ 1,973 43,09 + 1,382 45,62 + 1,262

Valores representam a média + EPM (n = 7): @ p<0.05 vs. grupo CS. (ANOVA de duas vias e teste post hoc de Fisher).



Tabela 04: Efeito do tratamento com telmisartana sobre parametros fisicos da tibia. Grupos de animais: SS (SHAM veiculo), ST

(SHAM com uso de telmisartana), CS (OVX veiculo), CT (OVX com uso de telmisartana).
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Variavel SS ST CS CT

Volume (cm?3) 0,288 £ 0,011 0,289 + 0,011 0,311 £ 0,012 0,302 + 0,006
Peso Umido (g) 0,511 £ 0,015 0,506 + 0,014 0,544 + 0,015 0,525 + 0,009
Peso Imerso (Q) 0,229 + 0,004 0,217 + 0,0042 0,232 + 0,004 0,222 + 0,002
Peso Seco (g) 0,313 £ 0,009 0,300 + 0,006 0,327 £ 0,011 0,324 + 0,006
Peso das Cinzas (g) 0,192 + 0,005 0,180 + 0,003 0,199 + 0,005 0,192 + 0,003
Densidade Mineral (g/cm3) 0,673 £ 0,019 0,637 £ 0,023 0,643 £ 0,015 0,636 + 0,006
Densidade Ossea (g/cm?®) 1,782 + 0,023 1,793 + 0,060 1,752 + 0,028 1,738 + 0,008
Conteudo de H20 (%) 38,60 + 1,03 40,71 £ 1,72 39,84 + 0,86 38,20 £ 0,48
Conteudo Orgéanico (%) 23,69 + 0,57 23,60 + 0,74 23,47 + 0,59 25,16 + 0,64
Conteudo Mineral (%) 37,70 £ 0,62 35,67 +£ 1,032 36,68 + 0,44 36,63 + 0,31

Valores representam a média + EPM (n = 7): 2 p<0.05 vs. grupos SS, ? p<0.05 vs. grupos CS. (ANOVA de duas vias e teste post hoc

de Fisher).
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4.1.3. Densidade Mineral Ossea Femoral e da Quinta Vértebra
Lombar

Nas figuras 09 e 10, quando a DMO do fémur total, regides proximal, média e distal,
e a quinta vértebra lombar foram avaliadas por DEXA, foi observada uma reducao da
densidade nos ossos das ratas que fizeram uso da telmisartana (ST ou CT) quando

foram comparadas as suas respectivas contrapartes (SS ou CS).
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Figura 09: Efeitos do tratamento de 8 semanas com telmisartana sobre a densidade
mineral 6ssea (DMO) do fémur e da quinta vértebra lombar avaliados por DEXA. Os
valores representam a média + EPM (n = 7). As diferencas sdo como se segue: p <
0.05 vs. grupo SS (ANOVA de duas vias e teste post hoc de Fisher).
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Especificamente na figura 09 o uso da telmisartana ou a OVX per se reduziram a DMO
do fémur em relacdo aos animais do grupo SHAM veiculo (ST e CS versus SS) e,
além disso, o0 uso da telmisartana pelo grupo CT acentuou a perda causada pela OVX

(CT versus CS). Quanto a DMO da quinta vértebra lombar observou-se que foi

reduzida pela OVX (CS versus SS).
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Figura 10: Efeitos do tratamento de 8 semanas com telmisartana sobre a densidade
mineral 0ssea (DMO) da regido proximal (R1) do fémur avaliados por DEXA e por
MicroCT. Os valores representam a media £ EPM (n = 7). As diferencas sédo como se
segue: 'p < 0.05 vs. grupo SS, *p < 0.05 vs. demais grupos (ANOVA de duas vias e

teste post hoc de Fisher).
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Na figura 10 a regido proximal do fémur (R1), além de ter sido avaliada por DEXA para
a densidade mineral d&ssea, também foi avaliada por microtomografia
computadorizada (MicroCT) e mais uma vez as ratas que foram submetidas ao uso
da telmisartana tiveram reducéo na DMO. Tanto a OVX quanto o uso da telmisartana
reduziram esse parametro em relacdo ao grupo SHAM (ST, CS e CT versus SS).
Seguindo o mesmo padréo de reducédo na DMO observado no fémur total, o uso de
telmisartana associado a OVX comprometeu a densidade quando se considerando a
OVX per se (CT versus CS). A avaliacdo por MicroCT corroborou os dados de perda
de DMO demonstrada pela analise por DEXA.

Nas regibes, média (R2) e distal (R3) do fémur a OVX e o uso da telmisartana
comprometeu a DMO da seguinte forma: 1) em R2 as ratas ST tiveram menor DMO
gue aguelas do grupo SHAM (SS) e, 2) em R3 o grupo CT reduziu a DMO em relacao
aos demais grupos e, a OVX per se reduziu a densidade quando comparada as ratas

SHAM (CS versus SS) (figura 11).
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Figura 11: Efeitos do tratamento de 8 semanas com telmisartana sobre a densidade
mineral 6ssea (DMO) das regibes média (R2) e distal (R3) do fémur avaliados por
DEXA. Os valores representam a media £ EPM (n = 7). As diferencas sdo como se
segue: ‘p < 0.05 vs. grupo SS, *p < 0.05 vs. demais grupos (ANOVA de duas vias e

teste post hoc de Fisher).
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4.1.4. Parametros da microarquitetura trabecular femural

Como ilustrado na figura 12, painéis de A até C, a analise pelo uCT em geral revelou
gue a ovariectomia (grupo CS) ou o uso da telmisartana pelas ratas OVX (grupo CT)
causou alteragao na microestrutura da regiao trabecular do fémur proximal quando

comparada aos animais intactos (grupo SS ou ST).
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Figura 12: Efeitos do tratamento de 8 semanas com telmisartana sobre as
caracteristicas microarquitecturais da regido proximal por MicroCT. (A) Volume
Tecidual, (B) Volume Osseo, (C) Raz&o entre volume 6sseo e volume tecidual. Os
valores representam a média + EPM (n = 5). As diferencas sdo como se segue: p <
0.05 vs. grupo SS, *p < 0.05 vs. demais grupos (ANOVA de duas vias e teste post hoc
de Fisher).

Na figura 12, painel A, o volume tecidual foi aumentado pela OVX (grupo CS) em
relacéo ao grupo SHAM (SS). No painel B pode-se observar redu¢céo no volume 6sseo
nas ratas do grupo CT comparado aos demais grupos (SS, ST e CS). Os resultados
do painel C, demonstram que razao entre o volume 4sseo pelo volume tecidual,
corroboram os resultados dos painéis A e B quanto aos efeitos da OVX e da OVX
associada ao uso da telmisartana, isto €, a OVX reduziu (CS) e 0 uso concomitante
de telmisartana (grupo CT) reduziu ainda mais a razdo quando comparados aos seus
controles (versus SS, e versus CS, respectivamente).

Na figura 13, painel A, a densidade de superficie 0ssea foi reduzida pela OVX (CS
versus SS) e a telmisartana, no grupo castrado (CT), reduziu esse parametro ainda

mais em comparacao aos demais grupos (CT versus SS, ST e CS).
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Figura 13: Efeitos do tratamento de 8 semanas com telmisartana sobre as
caracteristicas microarquitecturais da regiao proximal por MicroCT. (A) Densidade de
superficie 6ssea (superficie 0ssea pelo volume tecidual), (B) indice de modelo
estrutural, (C) Grau de Anisotropia. Os valores representam a média + EPM (n = 5).
As diferencas sédo como se segue: "p < 0.05 vs. grupo SS, #p < 0.05 vs. grupo CS, *p

< 0.05 vs. demais grupos (ANOVA de duas vias e teste post hoc de Fisher).
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O indice de modelo estrutural (painel B) ndo foi alterado pelo tratamento com
telmisartana nas ratas SHAM e nas ratas OVX. Em relacdo a anisotropia, as ratas
OVX gque receberam telmisartana (grupo CT) apresentaram aumento neste indice
comparando-se com o grupo CS (painel C).

Na figura 14 quanto a estrutura trabecular vale ressaltar que a OVX per se reduziu o
namero de trabéculas (ratas do grupo CS versus SS), e este efeito foi piorado pelo
uso da telmisartana (grupo CT versus demais grupos). Quanto ao niumero de poros
trabeculares fechados, mais uma vez o uso da telmisartana pelas ratas SHAM que
receberam telmisartana (ST) e as ratas somente OVX (grupo CS) tiveram reducao
guando comparadas com as ratas SHAM; as ratas OVX com uso de telmisartana
(grupo CT) apresetnaram reducdo em relacdo aos demais grupos (grupo CT versus

grupos SS, ST e CS).
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Figura 14: Efeitos do tratamento de 8 semanas com telmisartana sobre as
caracteristicas microarquitecturais da regido proximal por MicroCT. (A) Espessura
trabecular, (B) Numero de trabéculas, (C) Separacéo trabecular, (D) Namero de poros
fechados. Os valores representam a média + EPM (n = 5). As diferencas sdo como se
segue: p < 0.05 vs. grupo SS, *p < 0.05 vs. demais grupos (ANOVA de duas vias e
teste post hoc de Fisher).

Na figura 15 sdo apresentados os dados de porosidade total, volume total de espaco
poro e conectividade, e mais uma vez no geral houve prejuizo nos parametros pelo
uso da telmisartana. Na figura 15, painel A, a OVX per se (grupo CS) aumentou a
porosidade quando se comparando com as ratas SHAM (grupo SS) e 0 uso da
telmisartana pelas ratas SHAM (grupo ST) teve resposta semelhante. Além disso, o0
uso da telmisartana pelas ratas OVX acentuou os efeitos da OVX (grupo CT versus

demais grupos).
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Figura 15: Efeitos do tratamento de 8 semanas com telmisartana sobre as
caracteristicas microarquitecturais da regido proximal por MicroCT. (A) Porosidade
total, (B) Volume total de espaco poro, (C) Conectividade, (D) Densidade de
conectividade. Os valores representam a média £+ EPM (n = 5). As diferencas séo
como se segue: p < 0.05 vs. grupo SS, #p < 0.05 vs. grupo CS, *p < 0.05 vs. demais
grupos (ANOVA de duas vias e teste post hoc de Fisher).

O volume total de espaco poro (figura 15, painel B) aumentou nas ratas OVX versus
aquelas SHAM (CS x SS). A conectividade foi reduzida especialmente pelo uso da
telmisartana (grupos ST e CT) comparando-se com as respectivas ratas controles (ST
x SS e, CT x CS) tendo, portanto, piorado a capacidade de absorver e dissipar as

cargas impostas ao 0sso, isto é, diminuiu a resisténcia 6ssea do fémur proximal.
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4.1.5. Analise por Western Blot de PPARYy

A figura 16 mostra a analise da expressdo da proteina PPARYy, quantificada por

quimioluminescéncia e normalizada pela expresséo de (3-actina.
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Figura 16: Efeitos do tratamento de 8 semanas com telmisartana sobre a expressao
da proteina PPARYy no femur e imagens representativas da microarquitetura trabecular
tridimensional por MicroCT da regido proximal do fémur. O sinal de cada proteina foi
normalizado pela quantidade de B-actin mesmo antes de calcular a razdo. Os valores
representam a média + EPM (n = 7). As diferencas sdo como se segue: ‘p < 0.05
versus grupo SS, *p < 0.05 versus demais grupos. (ANOVA de duas vias e teste post

hoc de Fisher).

Verificou-se que os niveis de PPARy foram aumentados nas ratas OVX (grupo CS)
em relacédo as ratas SHAM (SS) e, o uso da telmisartana pelas ratas SHAM (grupo

ST) do mesmo modo aumentou a proteina (ST x SS). Nesse sentido novamente as
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ratas SHAM submetidas a tratamento com telmisartana (ST) apresentaram respostas
semelhantes aquelas OVX (grupo CS). A combinacdo da OVX com o uso da
telmisartana produziu os maiores niveis de expressdo de PPARYy observados (grupo

CT versus demais grupos).
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4.2. Ratas SHRs submetidas a cirurgia ficticia (SHAM) ou
castradas que realizaram exercicio fisico de corrida em esteira

4.2.1. Pressao Arterial Sistélica e Parametros Ponderais

Os valores de PAS foram reduzidos nas ratas SHAM submetidas ao exercicio fisico
(SE) e naquelas OVX exercitadas (CE) quando comparadas aos animais SHAM (SS)

ou castrados (CS), respectivamente.
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Figura 17: Valores de presséo arterial sistdlica (PAS) apds tratamento de 8 semanas
em animais realizando exercicio fisico em esteira. Os valores representam a média *
EPM (n = 7). Diferencas sdo como se segue: “p < 0.05 vs. grupos SS, # p < 0.05 vs.
grupos CS (ANOVA de duas vias e teste post hoc de Fisher).

No grupo SE (ratas SHAM submetidas a exercicio) a pressao foi reduzida quando se
comparando as ratas do grupo SS (SE:154,3 + 8,3 mmHg versus SS:190,8 + 2,3

mmHg); 0 mesmo se deu quando se comparando as ratas OVX exercitadas (CE) com
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as ratas OVX sedentarias (CS). Numericamente a pressédo arterial das ratas CE foi
em média 145,9 + 4,2 mmHg, enquanto nas ratas CS foi de 191,2 + 3,4 mmHg (figura
17).

Na tabela 05 apresentam-se os parametros fisioldgicos ponderais iniciais e os efeitos
do exercicio fisico em esteira em ratas SHAM ou ratas OVX. Em relacdo as ratas OVX,
a OVX foi confirmada ao se comparar o peso final e o peso do utero entre 0s grupos
SS e CS, tendo causado alteracdes esperadas no peso corporal total e no peso uterino
no final do periodo de tratamento, com aumento significativo no peso corporal e
reducdo no peso do utero nas ratas OVX (grupo CS). Note-se que 0 exercicio nas
ratas OVX (grupo CE) causou aumento no peso do coracdo e na razdo peso do
coracao pelo tamanho da tibia comparado-se a todos os outros grupos (grupo CE

versus SS, SE e CS).
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Tabela 05. Efeito treinamento fisico sobre o peso corporal, peso do coragdo, comprimento tibial, e razdo peso do coragéo pelo
comprimento da tibia. Grupos de animais: SS (ratas SHAM), SE (ratas SHAM submetidas a exercicio fisico), CS (ratas castradas
submetidas a exercicio fisico) e CE (ratas castradas realizando exercicio em esteira).

Variavel SS SE CS CE
Peso Corporal Inicial (g) 162,78 £1.48 160,52 + 3,15 166,52 + 2,83 164,58 + 3,08
Peso Corporal Final (g) 201,73 + 3,90 210,20 + 3,69 245,64 + 5,552 257,33 + 5,88
Peso Uterino () 0,408 + 0,057 0,463 £ 0,029 0,130 + 0,048 0,080 + 0,002
Peso do Coragéo (g) 0,830 + 0,022 0,915 + 0,017 0,869 + 0,019 1,039 + 0,027°
Comp. da Tibia (cm) 3,65 £+ 0,033 3,70 £ 0,022 3,71 £ 0,024 3,78 £ 0,038
Coracao/Tibia (g/cm) 0,228 + 0,006 0,246 + 0,004 0,234 + 0,005 0,269 + 0,007°

Valores representam a média + EPM (n = 7): 2p < 0.05 vs. grupo SS, p < 0.05 vs. grupo CS (ANOVA de duas vias e teste post hoc
de Fisher).
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4.2.2. Parametros Biométricos, Biomecanicos e Fisicos do

Fémur

Quanto aos efeitos do exercicio fisico sobre o0s parametros biométricos e
biomecanicos do fémur das ratas SHAM ou OVX (tabela 06), houve aumento no
tamanho do fémur pela OVX (grupo CS) versus as ratas SHAM (SS), e reducédo na
forca maxima, na rigidez e na resiliéncia (SE versus SS).

Nas tabelas (07 e 08) quando avaliados os parametros fisicos do fémur e da tibia com
o exercicio fisico ndo foram observadas diferencas nos parametros avaliados entre os
grupos, exceto para a densidade mineral no fémur onde ocorreu reducédo nas ratas
OVX versus ratas SHAM (CS x SS), enquanto na tibia ndo se observou nenhuma

alteracdo dos parametros avaliados.
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Tabela 06: Efeito do treinamento com exercicio (E) sobre parametros fisicos do fémur. Grupos de animais: SS (ratas SHAM), SE
(ratas SHAM submetidas a exercicio fisico), CS (ratas castradas submetidas a exercicio fisico) e CE (ratas castradas realizando
exercicio em esteira).

Variavel SS SE CS CE
Fémur, cm 3,28 £ 0,01 3,30 £ 0,02 3,34 + 0,012 3,39 £ 0,02
Forca Maxima (N) 0,092 + 0,003 0,079 + 0,004 0,091 + 0,002 0,093 + 0,004
Desloc. na For¢ca Max.(mm) 0,879 £ 0,035 0,935 £ 0,086 0,847 £ 0,051 0,908 £ 0,046
Rigidez (N/mm) 227,52 + 20,51 168,76 + 13,277 208,01 + 7,99 198,96 + 11,23
Resiliéncia (J) 0,048 + 0,006 0,031 + 0,004 0,042 + 0,003 0,049 + 0,003
Tenacidade (J) 0,076 + 0,005 0,065 + 0,008 0,073 + 0,006 0,072 + 0,009
Forca Max. para Fratura (N) 0,076 + 0,004 0,062 + 0,007 0,072 + 0,004 0,083 + 0,007

Desloc. no Ponto de Fratura (mm) 1,255 + 0,053 1,470 + 0,235 1,288 + 0,101 1,197 £ 0,129

Valores representam a média + EPM (n = 7): @ p<0.05 vs. grupo SS (ANOVA de duas vias e teste post hoc de Fisher).



Tabela 07: Efeito do treinamento com exercicio (E) sobre parametros fisicos do fémur. Grupos de animais: SS (ratas SHAM), SE
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(ratas SHAM submetidas a exercicio fisico), CS (ratas castradas submetidas a exercicio fisico) e CE (ratas castradas realizando

exercicio em esteira).

Variavel SS SE CS CE

Volume do Fémur (cm3) 0,374 £ 0,010 0,384 + 0,004 0,404 £ 0,012 0,410 £ 0,013
Peso Umido do Fémur (g) 0,645 + 0,017 0,671 + 0,019 0,679 = 0,018 0,676 + 0,020
Peso Imerso do Fémur (g) 0,270 = 0,006 0,270 = 0,007 0,275 = 0,007 0,265 + 0,010
Peso Seco do Fémur (g) 0,376 £ 0,011 0,375+ 0,011 0,387 £ 0,011 0,387 £ 0,014
Peso Cinzas do Fémur (g) 0,305 +0,012 0,329 + 0,013 0,293 £ 0,012 0,289 + 0,013
Densidade Mineral (g/cm?3) 0,822 £ 0,041 0,858 + 0,038 0,726 £ 0,0262 0,705 £ 0,024
Densidade Ossea (g/cm?®) 1,725 + 0,014 1,752 + 0,065 1,684 + 0,015 1,647 + 0,022
Conteudo de H20 (%) 41,82 + 0,697 43,76 + 1,606 43,09 £ 0,767 42,79 £ 1,241
Conteudo Orgéanico (%) 10,60 + 2,290 7,110 + 2,227 13,81 + 1,292 14,44 + 1,467
Conteudo Mineral (%) 47,56 + 2,146 49,12 + 2,009 43,09 + 1,382 42,76 £ 1,157

Valores representam a média + EPM (n = 7): @ p<0.05 vs. grupo SS (ANOVA de duas vias e teste post hoc de Fisher).



Tabela 08: Efeito do treinamento com exercicio sobre parametros fisicos da tibia. Grupos de animais: SS (ratas SHAM), SE (ratas
SHAM submetidas a exercicio fisico), CS (ratas castradas submetidas a exercicio fisico) e CE (ratas castradas realizando exercicio

em esteira).

Variavel SS SE CS CE
Volume da Tibia (cm3) 0,288 + 0,011 0,295 + 0,011 0,311 + 0,012 0,313 + 0,007
Peso Umido da Tibia (g) 0,511 + 0,015 0,522 + 0,016 0,544 + 0,015 0,547 + 0,011
Peso Imerso da Tibia (g) 0,223 £ 0,004 0,226 + 0,008 0,232 + 0,004 0,234 + 0,006
Peso Seco da Tibia (g) 0,313 + 0,009 0,318 £ 0,015 0,327 £ 0,011 0,331+ 0,011
Peso Cinzas da Tibia (g) 0,192 + 0,005 0,198 £ 0,009 0,199 + 0,005 0,204 + 0,006
Densidade Mineral (g/cm?) 0,673 £ 0,019 0,675 £ 0,025 0,643 £ 0,015 0,655 £+ 0,019
Densidade Ossea (g/cm?) 1,782 £ 0,023 1,774 £ 0,032 1,752 £ 0,028 1,751 £ 0,020
Contetdo de H20 (%) 38,60 £ 1,03 39,08 £ 1,69 39,84 £ 0,86 39,55+ 1,25
Contetido Organico (%) 23,69 + 0,57 22,90 £ 0,91 23,47 £ 0,59 23,06 + 0,56
Conteudo Mineral (%) 37,70 £ 0,62 38,00 £ 1,04 36,68 £ 0,44 37,37 £ 0,68

Valores representam a média £ EPM (n = 7). (ANOVA de duas vias e teste post hoc de Fisher).
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4.2.3. Densidade Mineral Ossea Femoral e da Quinta Vértebra
Lombar

Nas ratas OVX, a avaliacdo por DEXA (figura 18) demonstrou redu¢cdo na DMO do
fémur e da quinta vértebra lombar nos ossos quando se comparando com as ratas do

grupo SHAM (ratas CS versus ratas SS).
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Figura 18: Efeitos da realizagédo de exercicio fisico por 8 semanas sobre a densidade
mineral 6ssea (DMO) do fémur e da quinta vertebra lombar avaliados por DEXA. Os
valores representam a média + EPM (n = 7). As diferencas sdo como se segue: p <
0.05 vs. grupo SS, #p < 0.05 vs. grupo CS (ANOVA de duas vias e teste post hoc de
Fisher).
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Na vértebra lombar o exercicio fisico nas ratas OVX (grupo CE) restaurou a densidade
guando se comparando com a OVX (grupo CS).

Os resultados da avaliacdo da DMO do fémur proximal (figura 19), por DEXA ou
MicroCT, demonstrou o mesmo padrdo de resposta, ou seja, a OVX (CS) per se

reduziu a densidade e o exercicio em ratas OVX (CE) melhora e corrige essa

alteracao.
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Figura 19: Efeitos da realizag&o de exercicio fisico por 8 semanas sobre a densidade
mineral 0ssea (DMO) da regido proximal (R1) do fémur avaliados por DEXA e por
MicroCT. Os valores representam a média £ EPM (n = 7). As diferengas sdo como se
segue: ‘p < 0.05 vs. grupo SS, #p < 0.05 vs. grupos CS, *p < 0.05 vs. demais grupos
(ANOVA de duas vias e teste post hoc de Fisher).
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Na regido média (figura 20A), a OVX (grupo CS) aumentou a densidade comparando-
se com as ratas SHAM, e o exercicio fisico (grupo CE) aumentou a densidade
comparando-se com as ratas OVX (CE versus CS). Finalmente na parte distal do

fémur (figura 20B) a OVX (CS) levou a reducédo na densidade em relacdo as ratas

SHAM (SS).
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Figura 20: Efeitos da realizagédo de exercicio fisico por 8 semanas sobre a densidade
mineral 6ssea (DMO) das regibes média (R2) e distal (R3) do fémur avaliados por
DEXA. Os valores representam a meédia £ EPM (n = 7). As diferencas sdo como se
segue: “p < 0.05 vs. grupo SS, & p < 0.05 vs. grupos SE, # p < 0.05 vs. grupos CS
(ANOVA de duas vias e teste post hoc de Fisher).
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4.2.4. Parametros da microarquitetura trabecular femural

Como ilustrado nas figuras 21, 22, 23 e 24, a analise pela MicroCT revelou varias
alteracdes causadas pelo exercicio fisico nas ratas SHAM ou OVX (grupos SE e CE),
e pela OVX per se sO (grupo CS). Na figura 21, painel A, o volume tecidual foi

aumentado nas ratas dos grupos CS e SE quando se comparando com as ratas SHAM

(SS).
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Figura 21: Efeitos da realizacdo de exercicio fisico por 8 semanas sobre parametros
da microarquitetura trabecular da regido proximal do fémur avaliados por MicroCT. Os
valores representam a média + EPM (n = 7). (A) Volume tecidual, (B) Volume 6sseo,
(C) Razao volume ésseo pelo volume tecidual, (D) Razdo superficie 6ssea pelo
volume tecidual. As diferencas sdo como se segue: p < 0.05 vs. grupo SS, #p < 0.05
vs. grupos CS, *p < 0.05 vs. demais grupos (ANOVA de duas vias e teste post hoc de
Fisher).

Na figura 21, painel B, O volume 6sseo foi aumentado pela atividade fisica nas ratas

SHAM (SE versus SS) e houve o mesmo resultado na razdo entre volume 0sseo e 0
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volume tecidual (painel C). A OVX reduziu essa razao (CS versus SS) e 0 exercicio
pelas ratas OVX (grupo CE) aumentou esse parametro (CE versus CS).

Na figura 21, painel D, quando avaliada a razéo superficie 6ssea pelo volume tecidual,
observou-se que o exercicio nas ratas OVX (grupo CE) reduziu a mesma quando se

comparando com as rats OVX (CS).
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Figura 22: Efeitos da realizac&o de exercicio fisico por 8 semanas sobre parametros
da microarquitetura trabecular da regido proximal do fémur avaliados por MicroCT. Os
valores representam a média + EPM (n = 7). (A) Densidade de superficie 6ssea, (B)
Indice de modelo estrutural, (C) Grau de anisotropia. As diferencas sdo como se
segue: ‘p < 0.05 vs. grupo SS, #p < 0.05 vs. grupos CS, *p < 0.05 vs. demais grupos
(ANOVA de duas vias e teste post hoc de Fisher).

Na figura 22, foram avaliadas a densidade de superficie 6ssea pdde-se observar que
atividade fisica foi relevante tanto para as ratas SHAM (grupo SE) quanto para as
ratas OVX (CE) em relacdo as suas contrapartes (SE versus SS e CE versus CS). A
OVX per se (grupo CS) aumentou o indice de modelo estrutural (versus demais
grupos) e o grau de anisotropia foi reduzido nas ratas OVX e exercitadas (grupo CE)
guando se comparando com as ratas SHAM (SS e SE).

Em relacdo as trabéculas na figura 23, ndo houve alteracdo pelo exercicio fisico
guanto a sua espessura (painel A). Em relacdo ao numero de trabéculas (painel B), a
OVX causou reducdo quando se comparando com as ratas SHAM, e tanto nas ratas

SHAM quanto nas OVX que realizaram exercicio em esteira (grupos SE e CE), pode-
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se notar aumento em relacdo as suas ratas controle (versus grupos SS e CS,

respectivamente).
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Figura 23: Efeitos da realizacdo de exercicio fisico por 8 semanas sobre parametros
da microarquitetura trabecular da regido proximal do fémur avaliados por MicroCT. Os
valores representam a média + EPM (n = 7). (A) Espessura trabecular, (B) Namero de
trabéculas, (C) Separacgéao trabecular, (D) Numero de poros fechados. As diferencas
sdo como se segue: “p < 0.05 vs. grupo SS, *p < 0.05 vs. demais grupos (ANOVA de

duas vias e teste post hoc de Fisher).
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As respostas dos parametros da microarquitetura 0ssea pelo exercicio na figura 24
corroboram a figura anterior sobre as trabéculas (figura 23) e demonstram alteracdes
benéficas pela atividade fisica. A OVX aumentou a porosidade total (painel A) versus
as ratas SHAM. As ratas SE e CE reduziram a porosidade quando comparadas as
respectivas ratas controle (SS e CS); ja o volume total de espaco poro (painel B) foi
maior nas ratas OVX em relacdo aquelas ratas controle (CS versus SS), enquanto que
a densidade de conectividade foi reduzida para as mesmas condi¢cfes (ratas OVX

versus SHAM).
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Figura 24: Efeitos da realizac&o de exercicio fisico por 8 semanas sobre parametros
da microarquitetura trabecular da regido proximal do fémur avaliados por MicroCT. Os
valores representam a média + EPM (n = 7). (A) Porosidade total, (B) Volume total de
espaco poro, (C) Conectividade, (D) Densidade de conectividade. As diferencas sao
como se segue: “p < 0.05 vs. grupo SS, # p < 0.05 vs. grupos CS (ANOVA de duas

vias e teste post hoc de Fisher).
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5. DISCUSSAQO

Os estudos atuais tiveram como objetivo avaliar os efeitos de duas intervencdes
distintas sobre parametros 6ésseos em ratas espontaneamente hipertensas (SHR)
ovariectomizadas: 1) uso de um medicamento anti-hipertensivo, a telmisartana, e 2)
realizacdo de atividade fisica em esteira. A discussdo dos resultados das duas
intervengdes utilizadas no presente estudo foi realizada em conjunto a titulo de melhor
desenvolvimento das ideias, apesar de o objetivo do estudo nao ter sido comparar
estatisticamente as duas intervencgoes.

O envelhecimento feminino esta associado a alteracBes negativas em multiplos
sistemas, com destaque para os sistemas cardiovascular e musculoesquelético. Neste
contexto, ha um crescente niumero de mulheres que desenvolvem hipertensédo arterial
e osteoporose, tanto pelas alteragbes decorrentes do processo de envelhecimento,
quanto pela reducéo abrupta dos horménios femininos na fase pds-menopausa. No
presente estudo, as ratas SHR ovariectomizadas representam um modelo de
hipertensdo essencial (FORTEPIANI et al, 2003) e de retirada dos hormdnios
femininos, de modo a mimetizar em algum grau o que ocorre com a mulher
especialmente durante o envelhecimento. Além disso, as ratas SHR foram escolhidas
pelo fato de apresentarem desordens Osseas osteoporéticas pré-existentes (IZAWA
et al, 1985), as quais podem ser ainda mais exacerbadas com a retirada dos
estrogénios pela OVX (modelo de osteoporose pos menopausal).

Os principais resultados dos estudos foram os seguintes: 1) ambas as abordagens
foram capazes de causar reducdo importante na pressdo arterial, com maior
efetividade pelo uso da telmisartana; 2) o exercicio fisico em esteira melhorou ou
manteve a salde 0ssea, por outro lado foi observado perda 0ssea associada ao uso

da telmisartana. Destaca-se ainda que pela primeira vez foi observada um aumento
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na expressdao da proteina PPARy associada com a ocorréncia de defeitos
biomecanicos e morfolégicos no fémur das ratas que receberam a telmisartana,
independentemente da OVX.

As abordagens farmacoldgica e ndo farmacologica (telmisartana e corrida em esteira,
respectivamente) foram efetivas na reducéo da presséao arterial dos animais tratados
em relacdo aos animais controle. Estes resultados corroboram a literatura e estédo de
acordo com estudos que mostram que o0 uso do bloqueador do receptor do tipo | de
angiotensina Il telmisartana reduziu a pressao arterial, tanto em modelos animais
(WIENEN et al, 2006) quanto em humanos hipertensos (SHARPE et al, 2001; WHITE,
2002). A acao antagonista da telmisartana impedindo a acdo da angiotensina Il sobre
0s receptores do tipo | reduzem a pressao arterial pela vasodilatacdo de pequenas
artérias de resisténcia (reduzindo a resisténcia periférica total), ainda que nao altere o
débito cardiaco e a frequéncia cardiaca (LAURENT, 2017).

Adicionalmente a telmisartana também promove vasodilatacdo dependente e/ou
independente do endotélio (BENNDORF et al, 2007) pela maior permeabilidade
endotelial (BIAN et al, 2009), e essas respostas podem ser mediadas pela
downregulation na expressao e distribuicdo da zonula ocludens-1 (ZO-1), proteina
fundamental para formacdo e estabilizacdo das juncbBes entre células endoteliais
adjacentes (TOMIYAMA et al, 2007).

SHANG et al (2017) demonstraram um mecanismo anti-hipertensivo associado ao usa
telmisartana por conta efeito antioxidante e antifibrotico (efeito que reduz a aumentada
deposicao de colageno), e, portanto, reduzindo o remodelamento vascular em ratos
SHR. Estes mesmos autores ainda mostraram que a telmisartana reduziu a fibrose

vascular por prevenir a via de sinalizagdo TGF-$1/Smad3. Tanto o efeito antioxidante
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guanto antifibrético da telmisartana decorrem do bloqueio da acdo de angiontensina
. Isso néo foi avaliado em nossos estudos.

Uma caracteristica interessante deste ARA que aumenta sua capacidade de reduzir a
pressdo arterial, € sua habilidade de melhor controlar a pressao por 24 horas, e
especialmente nas ultimas 6 horas antes da proxima dose (GALZERANO et al, 2010;
CALVO et al, 2004; NISHIMURA et al, 2005; ZHENG et al, 2010), por sua maior meia
vida quando comparado com outros bloqueadores de AT1 (DESTRO et al, 2011).
Como bem estabelecido a elevada pressdo sanguinea pelo inicio da manha (as
tltimas 6 horas de eficacia da droga), esta associada com aumentado risco
cardiovascular e neste sentido, pelo seu tempo de meia vida, a telmisartana se
apresenta como uma excelente droga (DESTRO et al, 2011).

A atividade fisica do mesmo modo, tem se mostrado capaz de reduzir os niveis de
pressdo arterial (aguda e cronicamente), tanto pela reducdo da resisténcia vascular
periférica, quanto por outros mecanismos, tais como, reducédo do estresse oxidativo,
melhora na funcédo endotelial, alteragbes na massa corporal, aumento na atividade
parassimpatica, dentre outros (HEDGE, SOLOMON, 2015). Entretanto, o0s
mecanismos que levam a reducdo da pressao arterial permanecem ainda sob
investigacdo e ha limitacdes nesta direcdo pelo desenho experimental dos estudos
realizados (SEMLITSCH et al, 2013). A grande variabilidade intra e inter estudos sobre
a resposta pressorica ao exercicio se da especialmente pelos tipos de atividade,
fatores ambientais e fatores genéticos (ASH et al, 2013). PESCATELLO et al (2008)
mostraram em um estudo com 45 voluntarios que cerca de 20 a 25% dos individuos
hipertensos nédo responderam de maneira aguda a reducdo na pressao, 0 que
corrobora que outros fatores (ambientais e genéticos) podem patrticipar na modulacao

dos resultados encontrados (ASH et al, 2013).
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A despeito desta variabilidade, em geral, se aceita que a atividade fisica afeta
positivamente a pressao arterial, reduzindo-a. Em uma meta-analise de ensaios
clinicos na populacao brasileira, encontrou-se que a atividade fisica regular, reduziu
0S niveis da pressdo nos estudos avaliados. Apesar da grande variabilidade nos
resultados encontrados e o baixo niumero de estudos (n=7) que preencheram 0s
critérios para a referida meta-analise, os resultados indicaram o efeito protetor da
pratica de atividades fisicas sobre a PA (BENTO et al, 2015).

No presente estudo, os efeitos do uso de telmisartana ou da atividade fisica,
promoveram efeitos distintos sobre o peso corporal final, peso do coracdo e na razao
entre 0 peso do coracdo e o comprimento da tibia. Interessantemente, o peso corporal
foi reduzido pelo uso da telmisartana e, isto chamou a atencéo tendo em vista que
essa droga ativa ao menos parcialmente o PPARYy, o qual tem sido observado tem
efeito adipogénico (DUBOIS et al, 2017). Investigando a literatura, encontraram-se
varios estudos apontando para um efeito da telmisartana na distribuicdo de gorduras
no corpo, especialmente promovendo uma reducdo na gordura visceral. CHOI et al
(2016) realizaram uma meta-andlise e encontraram que a telmisartana teve efeitos
benéficos sobre o perfil lipidico quando comparado a outros agentes anti-hipertensivos
ou placebo. Outros estudos reforcam este efeito de reducdo de peso com 0 uso da
telmisartana (SHIMABUKURO et al, 2007; TUCK, 2005; FUJISAKA et al, 2011,
NAKAGAMI et al, 2013), contradizendo o efeito adipogénico previamente descrito
(DUBOIS et al, 2017). Foi observado que esta droga induz aumentos no gasto
energético, reduz a ingestdo calorica e atenua o ganho de peso total, e estudos
associam este efeito com a funcdo da telmisartana tanto como bloqueador do receptor
do tipo | para angiotensina Il, quanto por sua habilidade em ativar PPARy (SUGIMOTO

et al, 2006; MULLER et al, 2014; SCHUCHARD et al, 2015). A atividade fisica, por
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sua vez, nao alterou o peso corporal quando se comparado com seus respectivos
controles (SE versus SS, e CE versus CS). Entretanto, a literatura aponta o exercicio
como sendo um importante fator no controle do peso corporal pelo aumento no gasto
energético decorrente do esforco (WING, HILL, 2001; ZHANG, BI, 2018) e pela
modificacdo nos padrbes de apetite com reducdo na ingestdo alimentar (LEVIN,
DUNN-MEYNELL, 2004; Bl et al, 2005; THIVEL et al, 2013). A diferenca entre nossos
resultados e a literatura, provavelmente, deve-se as diferentes caracteristicas dos
protocolos e modelos animais estudados e, ainda que, ndo se tenha avaliado o perfil
de massa gorda e magra, pode-se especular que nossos animais talvez tenham tido
mudanca no perfil da massa corporal na direcdo de maior quantidade de massa
magra.

A OVX per se (grupo CS) foi capaz de aumentar o peso corporal e isto esta de acordo
com os trabalhos na literatura que mostram que a retirada dos estrogénios pela
ovariectomia estd associada a ganhos de peso (HOEGH-ANDERSEN et al, 2004;
LARCO et al, 2012).

Em relacdo as alteracdes no peso do coracédo, a razao entre o peso do coracdo e o
comprimento da tibia também foram demonstrados efeitos opostos pelo uso da
telmisartana e a realizagdo do exercicio em esteira. A hipertrofia cardiaca € um forte
indicativo de morbidade e mortalidade cardiovascular (SHENOY et al, 2009). Em um
estudo realizado em nosso laboratorio (DALPIAZ et al, 2015) fémeas SHR
ovariectomizadas apresentaram aumento na hipertrofia ventricular esquerda, medida
pela razédo entre o peso do coracdo e o comprimento da tibia.

O medicamento causou reducdo nos niveis da hipertrofia cardiaca e isto
provavelmente esta relacionado com a queda acentuada na pressao arterial causada

pelo uso da telmisartana. E bem conhecido que aumento na presséo arterial causa
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uma resposta adaptativa no musculo cardiaco, expressa pelo aumento na massa
tecidual. Essa resposta estd de acordo com a literatura, que associa valores
acentuados de pressdo arterial com aumento na massa do coracdo de forma
patolégica (CRISTIAANS et al, 2009). Além disso, dados da literatura demonstram em
individuos em uso de telmisartana, reducao da hipertrofia cardiaca pela diminuicdo da
presséao arterial (DESTRO et al, 2011).

Os resultados referentes ao exercicio fisico como intervencéo permitiram observar um
aumento tanto no peso do coragcdo quanto na razdo entre o peso do coragdo e o
comprimento da tibia, e isto esta de acordo com outros estudos que mostraram a
reversdo da hipertrofia patolégica e até desenvolvimento de hipertrofia fisiolégica
(positiva) pela atividade fisica, mostrada por altera¢des estruturais, tais como, reducao
de coldgeno e aumento na capilarizacdo (GARCIARENA et al, 2009) e funcionais pelo
redirecionamento do metabolismo energético (IEMITSU et al, 2003).

Como observado o protocolo de exercicio utilizado foi eficaz na reducao da pressao
arterial quando comparado ao efeito nos grupos controle (SS e CS) e, portanto,
adequado para modificar a funcdo cardiovascular dos modelos SHRs. Este dado
corrobora estudos clinicos (MANN et al, 2016) e modelos experimentais (ROSSI et al,
2013; WALDMAN et al, 2017) nos quais se mostram beneficios do exercicio na
reducdo da pressao arterial.

Em termos de avaliagdo e resultados para a estrutura 6ssea, sabe-se que a
absortometria dupla de raios X (DEXA) é considerada o melhor método para
diagndstico da osteoporose e predicao do risco de fratura (PISANI et al, 2013). Outros
estudos citam que a microtomografia computadorizada é ideal para a avaliacdo da
microarquitetura 0ssea (KLINTSTROM et al, 2013; HSU et al, 2013). No presente

estudo, utilizando ambas ferramentas diagndsticas consideradas como “padrao ouro”,
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mostramos a ocorréncia de defeitos biomecanicos e morfolégicos tanto no fémur,
qgquanto na quinta vértebra lombar. Estas alteracbes na arquitetura O0ssea foram
associadas ao uso de telmisartana, em um modelo de deficiéncia estrogénica de ratas
SHRs. Em contraste, o exercicio fisico em esteira preservou a estrutura do tecido,
apresentando-se como uma intervencdo com efeitos positivos sobre o arcabouco
0sseo destes animais.

O modelo de osteoporose usado no presente estudo foi confirmado pelos dados que
indicam que a OVX levou a alteracbes 0sseas negativas pela reducédo na densidade
mineral 6ssea no fémur e na quinta vértebra lombar (ambos avaliados por DEXA),
bem como alteragdes microarquiteturais, as quais representam a qualidade do 0sso
avaliado (KUROSHIMA et al, 2017) e complementam os dados obtidos de DMO, na
regido proximal do fémur quando comparado com as ratas do grupo SHAM.

A deterioracdo da microarquitetura 0ssea (alteracdo na densidade mineral 6ssea, a
destruicdo da superficie trabecular e a reducéo na densidade de conectividade) devido
a deplecdo do horménio sexual feminino sdo consideradas como parametros
sensiveis para revelar a disconectividade das trabéculas e, consequentemente a
reducdo da forca do tecido, bem como sua capacidade de resistir as tensées impostas,
com aumento no risco de fraturas (BRANDI, 2009).

A resposta 6ssea a ovariectomia tem sido frequentemente investigada devido aos
alvos moleculares envolvidos. Além disso, tem-se observado alteracdo na
sensibilidade aos estrogénios tanto no osso cortical, quanto no 0sso trabecular
(MCNAMARA et al, 2006). Essa sensibilidade deve-se a diferente expressdo de
receptores aos estrogénios em ambas as regides (cortical e trabecular), e envolve
maior presenga de receptores do tipo beta (ERB) nas trabéculas, e receptor do tipo

alfa (ERa) nas duas areas (NICKS et al, 2016). Aparentemente ERB atua com
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resposta antagbnica a ERa, o que provavelmente leva a respostas diferentes diante
da deficiéncia de estrogénios nestas duas regides Osseas (BORD et al, 2001).
Independentemente dessa possivel distingdo entre as respostas, de acordo com o
receptor aos quais 0s estrogénios se ligam, tem-se clareza na literatura de que a
presenca dos hormonios femininos inibe a ligacdo RANKL-RANK, impedindo um
desequilibrio na homeostasia 6ssea na dire¢cdo de maior atividade osteoclastica. Da
mesma forma, porém na direcdo contraria, a retirada dos estrogénios causa maior
ligacdo RANKL-RANK, dai disparando a cascata de mecanismos que em ultima
analise leva a uma maior reabsorcdo Ossea pela acdo dos osteoclastos (NAGY,
PENNINGER, 2015).

Os achados atuais foram interessantes e chamam a atencdo, uma vez que o modelo
avaliado (ratas hipertensas e ovariectomizadas) mimetiza a deficiéncia estrogénica
observada na pds-menopausa, a qual esta associada a aumento da incidéncia de
osteoporose e hipertensdo nas mulheres. O ponto que mais se destacou nos dados
atuais indicou que a perda Ossea foi ainda mais pronunciada em ratas
ovariectomizadas tratadas com telmisartana (grupo CT), enquanto o exercicio foi
benéfico em ambas as situa¢des (grupos SE ou CE; ratas SHAM e OVX exercitadas,
respectivamente). De modo bastante intrigante, nas ratas SHAM com hormonios
femininos preservados as quais foi administrada telmisartana (ratas do grupo ST), a
reducdo na densidade mineral, e a concorrente deterioracdo na arquitetura trabecular,
foi semelhante as ratas do grupo OVX (ratas CS). Isto aponta para uma preocupacao
translacional para mulheres que mesmo antes da fase menopausal sdo hipertensas e
guem fazem uso deste medicamento, uma vez que estes dados pré-clinicos indicam
gue pode haver prejuizo na estrutura 0ssea trabecular das mesmas. Diante do fato de

haver a possibilidade do uso de um anti-hipertensivo como a telmisartana por
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mulheres, tanto na fase pré- quanto na pés-menopausa, levanta-se a preocupacéao e
a necessidade de acompanhamento dessas mulheres para possiveis efeitos
colaterais 6sseos pelo uso dessa droga.

Meta analises e estudos epidemiolégicos mostram uma associagao entre drogas anti-
hipertensivas e funcédo 6ssea (REJNMARK et al, 2006; WIENS et al, 2006; SOLOMON
et al, 2011; YANG et al, 2011) e sabe-se que essas drogas impactam na osteoporose
de modo direto ou indireto por afetar o metabolismo, a for¢ca e a densidade 6ssea
(LACROIX et al, 2008).

Os diuréticos tiazidas tém mostrado ser capazes de reduzir o risco de fratura
osteoporética (WIENS et al, 2006; SOLOMON et al, 2011), enquanto que o0s
resultados de outras drogas anti-hipertensivas sao controversos (REJNMARK et al,
2006; WIENS et al, 2006; SOLOMON et al, 2011; YANG et al, 2011).

SCHOOFS et al (2003) em um estudo prospectivo com 7891 individuos a partir de 50
anos, examinando a associacao entre a dose e a duragdo do uso dos diuréticos
tiazidas e fraturas de fémur, observaram um efeito positivo da droga, que é perdido
apos 4 meses de interrupcdo do seu uso. Em uma coorte de individuos dinamarqueses
com aproximadamente 65 mil pessoas, foi observada uma reducdo no risco de
fraturas entre 7 e 23% (fraturas em geral e fraturas no antebraco) naqueles individuos
sob uso de tiazidas por até cinco anos antes da analise (REJNMARK et al, 2005).
Especificamente em relacéo aos bloqueadores do receptor do tipo | de angiotensina
Il os dados em animais e humanos, os efeitos no 0sso s&o controversos e
inconclusivos (SHIMIZU et al, 2008; BIROCALE et al, 2016; AYDOGAN et al 2019;
ZHANG et al, 2013). O uso de olmesartan por 4 semanas em ratas SHR
ovariectomizadas de 10 semanas de idade, aumentou a densidade ossea (SHIMIZU

et al, 2008). Em contraste, em um estudo de nosso grupo em ratos machos SHR nao
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castrados de 12 semanas de idade, o tratamento por 8 semanas com telmisartana
levou a efeitos 0sseos negativos (BIROCALE et al, 2016). AYDOGAN et al (2019)
avaliando o uso de dois diferentes ARAs, telmisartana (n = 22 e dose diaria de 80 mg)
ou losartana (n = 20 e dose de 100 mg/dia), por 12 semanas, ndo observaram
alteragdes nos marcadores do “turnover” 6sseo (niveis de calcio sérico, fosforo, 25-
hidroxi vitamina D, fosfatase alcalina, interleucina 6, telopeptideo N-terminal) em 42
pacientes com hipertensao leve. Vale ressaltar que este préprio grupo nao realizou
outras avaliacbes como, por exemplo, técnicas de imagens como (DEXA) que
utilizamos em nosso estudo.

Em outro estudo, o tratamento com losartana (10 ou 25 mg/kg/dia) por 16 semanas
nao preveniu o desarranjo 6sseo em ambos 0s ratos castrados, normotensos e
hipertensos, de 6 meses de idade (ZHANG et al, 2008). Estes resultados podem
sugerir uma menor participacdo de receptores do tipo | de angiotensina Il em termos
de efeitos sobre o tecido O6sseo. Consistente com esta ideia, outro estudo em
camundongos utilizando losartana oral (10 mg/kg/dia) e injecdes intraperitoneais de
um bloqueador de receptor do tipo Il de angiotensina Il (AT2) mostrou que o bloqueio
do receptor AT2, e ndo do receptor AT1 aumentou a massa 6ssea, com maior
atividade osteoblastica e reducdo na atividade osteoclastica in vivo (IZU et al, 2009).
Diante desses resultados esses autores sugeriram uma menor participacdo de
receptores do tipo | de angiotensina Il em termos de efeitos sobre o tecido 6sseo, pelo
resultado observado com o uso de losartana (sabidamente um bloqueador de AT1).
Além disso, os dados sugerem que esse receptor do tipo Il de angiotensina Il (AT2)
teria uma importancia maior para alteracbes 0sseas decorrentes da participacdo do

sistema renina angiotensina.
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Corroborando a relacdo entre ARAs e os receptores AT1 e/ou AT2, BAI et al (2016)
avaliaram o0 uso de angiontensina Il, ou da telmisartana em associacdo com
angiotensina Il, e demonstraram que ambos tratamentos influenciaram nos niveis de
expressao dos receptores AT1 e AT2. A telmisartana foi capaz de aumentar os niveis
de expressao de AT2 e da razdo AT2/AT1, em vasos intracardiacos e no miocardio,
0s quais haviam sido reduzidos pela angiontensina Il isoladamente em ratos Sprague
Dawley. Esses resultados sugeriram que a inibicdo do receptor AT1 pela telmisartana
estava associada ao aumento na expressao do receptor AT2. Embora néo se conheca
totalmente o comportamento do receptor AT2 no tecido 6ésseo durante tratamento com
telmisartana, estes dados poderiam explicar, pelo menos em parte no estudo atual, 0s
efeitos da telmisartana no 0sso, pela via de bloqueio dos receptores AT1, o que levaria
a uma upregulation do receptor AT2 e, deste modo, induzir a perda 0ssea.

Outro mecanismo que possivelmente envolve o sistema renina angiotensina e um
possivel efeito sob o tecido 6sseo pelo uso dos bloqueadores do receptor de
angiontesina Il, pode estar relacionado ao fator de crescimento transformador 31
(TGF-B1). Este peptideo multifuncional exerce papel em muitos mecanismos
corporais, especialmente relacionados a proliferacdo e diferenciagcdo celular com
formacdo tecidual e outras funcbes celulares (desenvolvimento embrionério,
tumogénese, fibrose, cicatrizacdo de feridas, hematopoiese e imunoregulacéo)
(AKINCI et al, 2007). No tecido 0sseo a literatura tem associado este fator com a
manuten¢do ou com o aumento da massa 0ssea (AKINCI et al, 2007; FINKELMAN et
al, 1991; GULCAN et al, 2008; NICOLAS et al, 1994). Sabe-se que este fator esta
presente em altas concentracdes no 0sso produzido a partir dos osteoblastos, e que
sua presenca estimula a diferenciacdo de pré-osteoblastos. Este mecanismo induz a

ativacdo de mais osteoblastos, ao mesmo tempo em que diminui a ativacado de
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osteoclastos (JANSSENS et al, 2005; AKINCI et al, 2007). Estudos mostraram que a
deficiéncia estrogénica leva a reducao nos niveis de TGF-B1 e isso esta associado a
reduzida atividade osteoblastica (deposicdo Ossea), aumentada reabsorcao pelos
osteoclastos, e assim a uma tendéncia a osteoporose pos-menopausal (RIGGS, 2000;
GULCAN et al, 2007).

Outros estudos mostraram que o bloqueador de receptores de angiotensina I,
candesartan, foi capaz de reduzir os niveis de TGF-B1 no figado o que reduziu a
fibrose hepatica (YOSHIJI et al, 2001) e diminuiu a aterosclerose no coracéo (ZEZINA
et al, 2001). A partir disso e, considerando que este fator é altamente expresso no
0sso pela maior atividade osteoblastica, poderia se especular que os resultados
0sseos negativos em nosso estudo pelo uso da telmisartana, também poderiam
decorrer dos menores niveis deste fator no osso pelo uso deste medicamento. No
entanto, estes possiveis efeitos sdo controversos, uma vez que 0s antagonistas do
receptor AT1 da angiotensina (telmisartana e valsartan) reduziram os niveis de TGF-
Bl no soro, mas ndo nos 0sSs0s e nao aceleraram a perda Ossea induzida por
ovariectomia em ratas Sprague-Dawley de 5 meses de idade (LI et al, 2009).

Uma lacuna do presente estudo foi ndo terem sido avaliados esses possiveis
mecanismos que relacionam os receptores de angiotensina Il e a telmisartana em
nosso modelo, ou seja, a questdo dos niveis de AT2 em relacdo a AT1, visto que
aumento na expressao e atividade de AT2 pode aumentar a perda éssea, ou ainda, a
guestao sobre como ficam os niveis de TGF-B1, que como exposto piora a qualidade
0ssea quando estdo reduzidos.

Tendo em vista a associacdo entre os niveis aumentados de PPARy pelo uso de
tiazolidinedionas (TZDs) e a consequente deterioracdo na DMO e parametros de

qualidade 0ssea, em nosso estudo avaliamos 0s niveis desta proteina pelas ratas que


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoshiji%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11584371
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoshiji%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11584371

108

fizeram uso de telmisartana. Os presentes resultados associaram pela primeira vez o
aumento nos niveis do PPARy no fémur pelo uso da telmisartana concomitantemente
aos efeitos 6sseos negativos demonstrados nas ratas SHAM e OVX (grupos ST e CT).
De modo interessante as ratas ST tiveram alteragdes nos niveis de PPARy
semelhantes aquelas somente OVX (ratas CS), e ambos os grupos foram diferentes
das ratas SHAM (CS e ST versus SS) e a associacado entre uso da telmisartana e a
OVX (grupo CT) causou aumento maior nos valores de expressao de PPARy. Os
resultados encontrados aqui sdo inéditos, uma vez que na literatura ndo se encontram
estudos mostrando modificacdes pelo uso da telmisartana nos niveis 0sseos de
PPARY.

O PPARy promove diferenciacéo celular (TONTONOZ, SPIEGELMAN, 2008; WU et
al, 2013) e a telmisartana é reconhecida como um modulador/agonista parcial de
PPARYy devido a sua estrutura quimica e sua interagdo com proteina. O uso do
antidiabético rosiglitazona (uma tiazolidinediona - TZD), considerada uma droga
agonista total de PPARy (WU et al, 2013), tem sido associado com perda O6ssea
(BILLINGTON et al, 2015). Em conjunto isso pode auxiliar a explicar os resultados
encontrados em nosso estudo experimental.

MEIER et al (2008) em um artigo de revisdo aponta que o tratamento com TZDs causa
alguns efeitos colaterais, tais como, um risco significativamente aumentado de efeitos
adversos no 0sso, tais como diminuicdo na DMO e no volume 6sseo e mudangas na
microarquitetura do osso, pela ativacao do PPARYy.

RZONCA et al (2004) avaliaram os efeitos da administracéo de rosiglitazona por 7
semanas em camundongos machos C57BL/6 néo diabéticos de 6 meses de idade, e
observaram reducdo na densidade mineral Ossea, prejuizo em parametros

microarquiteturais (volume 0sseo, espessura trabecular, nimero de trabéculas e
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espacamento entre as trabéculas), diminuicdo na taxa de formacdo Ossea com
aumento concomitante de conteudo gorduroso na medula éssea e mudancas na
expressdo de marcadores génicos especificos para osteoblastos (reducdo) e
adipdcitos (aumento). Outro estudo confirmou este efeito negativo da rosiglitazona em
camundongos e associou tal efeito a reducédo de dois fatores chave na transcricao
osteoblastogénica (Runx2 e Osterix), fornecendo uma explicacdo mecanicistica entre
a ativacao do PPARYy e alteragdes negativas 0sseas pelo uso de um agonista PPARy
(ALl et al, 2005)

BILLINGTON et al (2015) em uma revisao sistematica e meta-analise mostraram que
o tratamento com TZDs resultaram em modesta perda 6ssea que nao foi revertida
mesmo apdés um ano de término do tratamento. WU et al (2013) avaliaram o efeito da
rosiglitazona e de dois moduladores seletivos de PPARy (SPPARyMs) sobre a
diferenciacdo de osteoclastos a partir de células indiferenciadas em cultura. Os
resultados indicaram que moduladores seletivos atuam de forma diferente da
rosiglitazona recrutando coativadores e disparando uma cascata de expressao de
génica para ativar o PPARy. Estes autores usaram Fmoc-L-Leu (9-
fluorenilmetiloxicarbonil L leucina) e a telmisartana, e mostraram que os trés ligantes
ativaram PPARYy, porém com menor capacidade em causar diferenciacdo de
osteoclastos pelos SPPARyMs. Os resultados concluiram que o uso de SPPARyMs,
em vez de glitazonas, pode ajudar no desenvolvimento de drogas antidiabéticas com
menos efeitos colaterais, tendo em vista terem capacidade de ativar PPARy, com
menor potencial de dano, especialmente no 0sso, pelo menor nimero de osteoclastos
diferenciados.

Em conjunto, esses dados sugerem que os agonistas do PPARy podem aumentar o

risco de perda 6ssea e, como 0 aumento da ativacao desta via, pode atenuar a DMO.
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Assim, os resultados em nosso modelo sugerem que o uso de telmisartana pode ter
induzido perda 6ssea mediada pela ativacdo de PPARYy nesse tecido. Entretanto, n&o
foram avaliados os possiveis alvos 6sseos do PPARYy, isto é, possiveis vias ou fatores
associados a aumentada adipogénese ou osteoclastogénese, ou mesmo reduzida
osteoblastogénese, e por esse motivo ndo se pode afirmar que as alteracfes 0sseas
observadas decorrem do aumento somente dessa proteina. Mecanismos envolvendo
diretamente os receptores AT1 e/ou AT2 para angiotensina Il também poderiam ser
responsaveis pelos resultados encontrados.

Finalmente foram avaliados os efeitos 0sseos pelo protocolo de atividade fisica com
corrida em esteira elétrica no fémur e na quinta vértebra lombar, e de modo geral as
ratas exercitadas tiveram poucas alteracdes nos parametros avaliados, DMO ou
microarquitetura, quando comparadas aquelas dos grupos sedentérios (SE versus SS
e CE versus CS). Isto se deve, provavelmente devido ao desenho do protocolo
utilizado no presente estudo ter tido menor impacto em afetar o osso. Ha controveérsias
em relacdo aos efeitos 6sseos do exercicio fisico, com alguns estudos mostrando uma
mudanca positiva com o0 aumento da prética, enquanto outros estudos ndo mostraram
modificacdes e, ainda, outros estudos mostraram uma reducéo na densidade mineral
O0ssea dependendo dos protocolos em termos de tipo e intensidade do exercicio,
amostra populacional e outros aspectos das atividades realizadas (PIGOZZI et al,
2009; SIEGRIST, 2008). As caracteristicas 0sseas microarquiteturais parecem ser
positivamente alteradas por programas de exercicios apropriados que levam a
modelagem ou remodelamento 0sseo pela inibicdo dos osteoclastos e, portanto,
reduzem a perda O0ssea. No entanto, exercicios além da capacidade de resposta
0ssea em humanos levam a perda 0ssea, dependendo da intensidade e/ou duragao

excessiva, especialmente porque nestes exercicios ocorre reducdo nos niveis dos
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horménios sexuais e com isso comprometimento da massa 6ssea (HUMPHRIES et
al, 2000; GREMION et al, 2001; HELGE et al, 2002; MAIMOUN et al, 2003;
BURROWS et al, 2003).

GREMION et al (2001) avaliando a DMO de corredoras de longa distancia num
intervalo de 1 ano, observaram reducbes na densidade Ossea, associadas a
alteracdes no ciclo menstrual das atletas (oligoamenorréia, eumenorréia ou uso de
contraceptivos orais). Para esses autores a reducdo na massa gorda decorrente do
exercicio nessas atletas pode ter comprometido a sintese dos horménios femininos, e
disso decorreu menor massa 0ssea pela falta de acdo dos estrogénios sobre 0 0sso.
Estes resultados foram corroborados pelo estudo de BURROWS et al (2003) que
avaliaram 52 corredoras de resisténcia (1500 metros até maratona) e observaram
correlacdo positiva entre a atividade fisica e a reducdo na DMO na coluna lombar e
colo do fémur.

Estudos sugerem que o exercicio fisico € capaz de alterar o metabolismo 6sseo
diretamente por meio da tensdo, que gera sinais enddgenos capazes de alterar o
processo de remodelamento Osseo pela ativacdo de receptores mecanicos
(HENDERSON et al, 1998; CHERIAN et al, 2003). A forca mecanica a partir do
exercicio fisico é transformada em sinais bioquimicos que regulam o turnover ésseo
na direcdo da maior formacdo tecidual (CHERIAN et al, 2003; NOMURA,
YAMAMOTO, 2000). Do mesmo modo sabe-se que a falta de atividade e/ou carga
sobre o osso leva a diminuida formacdo e aumentada reabsorcdo Ossea
(VERHAEGHE et al, 2000).

Em um modelo com roedores, por exemplo, se mostrou que a estimulacdo mecanica
produziu estimulacdo imediata e tardia na formacéao 6ssea (VERHAEGHE et al, 2000).

A resposta imediata é baseada na ativacdo de células de linhagem Ossea para
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formarem osteoblastos diretamente (CHOW et al, 1998), e a tardia € resultado de
proliferacéo de pré-osteoblastos e diferenciacdo posterior a osteoblastos (TURNER et
al, 1998). Em ambas ocorre a melhora da competéncia biomecéanica do tecido em
suportar cargas estressantes pela maior e melhor formacéo do tecido.

Interessante € que a presenca e atividade dos estrégenos no 0sso parecem aumentar
a sensibilidade destes mecanorreceptores as cargas mecanicas, com a ovariectomia,
no caso dos modelos experimentais, ou a menopausa em estudos clinicos, levando a
diminuicdo desta sensibilidade (LEE, LANYON, 2004). Em ratas ovariectomizadas,
KIUCHI et al (2006) demonstraram que a deficiéncia de estrogénios levou a néo
deteccado de cargas mecanicas de muita baixa intensidade; sendo assim os efeitos do
exercicio sobre o tecido dsseo foram dose-dependente, com a sobrecarga
promovendo o aumento no remodelamento 6sseo, diferentemente do que foi
encontrado em exercicio em esteira. Corroborando estes dados, TAE-WONG et al
(2006) mostraram em ratas ovariectomizadas (OVX) que exercicios com maior
sobrecarga e tensdo foram mais eficientes em aumentar a massa 60ssea que
exercicios de corrida em esteira. Entretanto, mesmo nao apresentando o melhor
resultado, estes exercicios apresentaram melhor efetividade quanto ao tecido 6sseo
em relacdo as ratas sedentarias.

Além deste mecanismo direto proposto pela acao dos estrogénios, também ocorrem
alteracdes indiretas na deposicdo e/ou retirada 6ssea por meio de fatores hormonais
(OCARINO, SERAKIDES, 2006). A sequéncia de eventos ainda néo esta totalmente
descrita, porém, se especula que as prostaglandinas E2 (PGE2) e a conexina 43
(Cx43) estejam envolvidas. Quando a forca mecénica € aplicada, a liberagdo de
PGE2, derivada do acido aracdonico, parece agir como um fator autdcrino no 0sso e

se conectaria com seu receptor de membrana no ostedcito, causando a estimulacao
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da formacéo da proteina Cx43 via AMPc, e dai a formacédo de novo tecido. Outros
fatores hormonais, citocinas e diversos fatores de crescimento também tém
participacdo na formacdo Ossea pela maior ativacdo osteoblastica (OCARINO &
SERAKIDES, 2006). Outros hormdnios (T3, T4 e PTH) sao alterados com a atividade
fisica, porém nao se estabeleceu uma relacdo causal para 0s mesmos em termos
0sseos (OCARINO & SERAKIDES, 2006).

Apesar de ndo termos avaliado a expressao proteica do PPARy nos animais
submetidos ao exercicio fisico, acreditamos que a melhora observada em parametros
gue mensuraram a qualidade do 0sso nesses animais, possa envolver a reducdo
dessa proteina. Um estudo em ratas wistar ovariectomizadas mostrou que a
expressao do PPARy e Runx2 foi influenciada no 0sso pelo exeercicio, assim como
reducdo da DMO. Essas ratas foram submetidas ao treinamento fisico em esteira,
que foi capaz de reduzir a expressao do PPARy e aumentar a DMO, sem alterar
Runx2. Assim os autores concluiram que o treinamento em esteira poderia impedir a
perda 6ssea induzida por OVX por meio da inibicdo do fator de diferenciacdo de

adipdcitos PPARy (CHEN et al, 2011).
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6. CONCLUSAO

O uso de telmisartana em ratas SHRs ovariectomizadas, um modelo de deficiéncia
estrogénica e hipertensao arterial, comprometeu a microarquitetura 6ssea por reduzir
a massa Ossea e causar deterioracdo da estrutura trabecular (pardmetros
relacionados a forma e a conectividade 6ssea) observados por DEXA e analise por
MicroCT. A via PPARYy, provavelmente tenha atuado com um papel determinante
nestes resultados, embora esta droga seja eficiente na reducao da pressao arterial e
hipertrofia cardiaca destes animais. O exercicio fisico utilizado foi eficiente na reducao
da presséo arterial e melhorou algumas das alteracfes 6sseas causadas pela OVX,
sendo que, de maneira geral, observou-se a manutencao dos valores dos parametros

avaliados em acordo com a literatura.

6.1. PERSPECTIVAS CLINICAS

Se desconhece se esses achados experimentais se traduzem em situacdes clinicas
humanas, sendo necessarios estudos adicionais utilizando técnicas de imagem
especificas, como densitometria e/ou tomografia, para o acompanhamento de

pacientes em uso dessa droga.
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8. ANEXOS

8.1. Métodos para avaliacdo 6ssea

O osso é considerado um material poroso que possui caracteristicas elasticas e que
apresenta ainda marcantes propriedades de rigidez e tenacidade. Neste sentido o
0SSO ao receber uma carga, como por exemplo, de tracdo ou de compresséao,
responde se deformando e retornando ao seu estado inicial. Uma vez cessada a
referida forca (caracteristica elastica), sua deformacdo € dada pela intensidade da
carga aplicada a ele e sua habilidade de ceder. A rigidez representa a dureza deste
material e que deve ser vencida para haver deformacéo e a tenacidade é a capacidade
do material de absorver a carga sem haver fratura.

Esta bem estabelecido que a arquitetura 6ssea varia de acordo com a regido corporal,
sendo esponjoso em determinadas areas ou compacto em outras. O primeiro é
especialmente responsavel pelo rapido turnover 6sseo e pela regulacdo da
homeostasia mineral sistémica, enquanto o segundo é responsavel pelo arcabouco
corporal (RHO et al, 1998).

Suas trabéculas, predominantes nas extremidades dos 0ssos longos, protegidas por
uma camada de 0sso cortical, possuem microestrutura porosa que varia em termos
de forma entre bastonetes e placas. A compreensao das propriedades mecéanicas do
0Sso trabecular por meio de técnicas de monitoramento da qualidade 0ssea permite
acompanhar e prognosticar doengcas como a osteoporose.

Rotineiramente a conduta clinica utilizada com maior frequéncia € um método de
monitoramento da qualidade Ossea que utiliza raios X de baixa densidade

(densitometria de dupla energia de raios X ou DEXA — Dual Energy X-Ray Absormetry)
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o qual determina a densidade mineral éssea em uma determinada area (g/cm?)
(PISANI et al, 2013; ROCABADO et al, 2018). A facil disponibilidade desta técnica e
boa reproducéo dos resultados, sua precisdo e exatidao, sua seguranca e a facilidade
de execucdo, tornaram a DEXA o exame mais utilizado para avaliar a massa ou
quantidade de osso, sendo fundamental para o diagnéstico da osteoporose e
avaliacao de risco de fraturas, além, de possibilitar o acompanhamento do efeito de
medicamentos com propriedades anti osteoporoticas (BLAKE & FOGELMAN, 1997;
KANIS et al, 1996). A DMO foi relacionada a resisténcia mecanica do osso trabecular
e da uma ideia razoavel de suas propriedades mecanicas, ainda que nao consiga
determinar todas as caracteristicas 0sseas microestruturais, uma vez que responde
por aproximadamente 40% da variacao na forca de resisténcia e assim da fragilidade
0ssea (AMMANN & RIZZOLI, 2003). Outros determinantes importantes das
propriedades 6sseas que contribuem para o risco de fratura, além da DMO, sdo a
massa e a qualidade 6ssea (NIH, 2000). Uma vez que 0s 0ssos de uma perspectiva
mecanica sdo compostos de diferentes niveis hierarquicos, a saber, a geometria
0ssea, as propriedades microestruturais e as propriedades intrinsecas dos materiais
(MULLER, 2009), deve-se utilizar um método diagndstico capaz de avaliar tais
caracteristicas e que permita uma maior assertividade sobre o grau de fraqueza
0ssea, além da DEXA.

Outra técnica bastante utilizada, que € capaz de analisar a qualidade do tecido 6sseo,
e que permite o diagnostico das alterac6es morfologicas ultraestruturais do 0sso, é a
microtomografia computadorizada (MicroCT — método n&o invasivo, rapido e de alta
precisdo). Em resumo, nesta técnica sao adquiridas imagens tridimensionais de um
dado objeto (material) que permitem analisar sua microestrutura de modo qualitativo

e guantitativo.
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Aspectos da qualidade 6ssea que caracterizam a estrutura e composicao deste tecido
incluem turnover 6ésseo, parametros da sua microarquitetura, o grau de distribuicdo de
mineralizacao, a extensao dos microdanos e a composi¢ao da matriz 6ssea e mineral
(COLE & VAN DER MEULEN, 2011; FONSECA et al, 2014; KUROSHIMA et al, 2017).
A avaliacdo por MicroCT apresenta resultados altamente correlacionados com os
exames histomorfométricos em termos de volumes 0sseos avaliados e caracteristicas
trabeculares, tais como, numero, espessura e separacao, além de parametros como
conectividade e porosidade das mesmas (KLINTSTROM et al, 2013; HSU et al, 2014).
A maior reabsorcdo Ossea trabecular observada em desordens Osseas
osteopordticas, e caracterizada pela alteracdo nestes parametros pode comprometer
a forca 6ssea, e assim aumentar o risco de fraturas (COLE & VAN DER MEULEN,
2011). Essas alteracbes associadas a reabsorcdo o6ssea foram grandemente
indetectaveis por avaliagcdo por DEXA (FONSECA et al, 2014; FARR & KHOSLA,
2016). Tomados em conjunto os métodos de diagndstico por DEXA e por MicroCT séo
considerados ferramentas diagndsticas “padrao ouro” em relagéo ao tecido 6sseo.

Além das andlises por DEXA e por MicroCT, para avaliacdo da forca de resisténcia
Ossea e, portanto, para a percepcdo do risco de fratura osteoporoética, a analise
biomecéanica pelo teste de flexdo de trés pontos tem sido utilizada h& tempos como
ensaio experimental em ossos de roedores (JAMSA et al, 1998). Os parametros
obtidos neste ensaio mecanico (forca de ruptura/fratura, rigidez, resiliéncia e
tenacidade, dentre outros) sdo indicadores positivos da forca mecanica do 0sso

cortical.
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ABSTRACT

Aims: Telmisartan (TEL}, an angiotensin II type I recepior blocker and PPARy partial agonist, has been used for
to treat hypertension. It is known that PPARy activation induces bone loss. Therefore, we evaluate the effects of
telmisartan on PPARy protein expression, biomechanics, density and bone microarchitecture of femurs and
lumbar vertebrae in SHR ovariectomized animals, a model of hyperension in which preexisting bone impair-
ment has been demonstrated.

Main methods: SHR females (3 months old) were distributed into four groups: sham (5), sham 4+ TEL (5T}, OVX
(C) and OWVX + TEL (CT). TEL (5 mg kg day) or vehicle were administered according to the groups. After the
protocol, blood pressure was measured and density, microarchitecture and biomechanics of bone were analyzed.
Western blotting analysis was performed to evaluate PPARy protein expression in the bones.

Key findings: Castration induced a deleterious effect on mineral density and trabecular parameters, with tel-
misartan enhancing such effects. Telmisartan increased PPARy levels, which were at their highest when the
treatment was combined with castration. As to biomechanical properties, telmisartan reduced the stiffness in the
castration group (CT vs 5 or C group), as well as resilience and faillure load in 5T group (vs. all others groups).
Significance: These results demonstrated that telmizartan compromised bone density and microarchitecture in
animals that shows preexisting osteoporotic bone disorders, probably via mechanisms associated with increased
PPARy. If this translates to humans, a need for greater caution in the use of telmisartan by patients that have
preexisting bone problems, as in the postmenopausal pericd, may be in order.



137

Contents lists available at ScienceDirect X

Pharmacological Reports

journal homepage: www.elsevier.com/locate/pharep

Short communication

Bone mineral density is reduced by telmisartan in male spontaneously @ S
hypertensive rats
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ABSTRACT

Background: Telmisartan, an angiotensin AT1 receptor blocker, and treadmill running were compared for
their effects on bone mineral density (BMD) and biomechanical properties of male spontaneously
hy pertensive rats (SHR). It was hypothesized that running {18 m/min/60 min/d) and telmisartan {5 mg/
kg/d) would have a positive effect on bone parameters.

Methods: Three-mont h-old male SHRs were divided into three groups: sedentary (5), telmisartan (T), and
exercise [ E) At the end of an 8-week protocol, femur and lumbar vertebrae were analyzed by dual-energy
¥-ray absorptiometry (DX¥A) for bone mineral density and by the three-point bending test for
biomechanical properties, Blood pressure in all groups was measured by a tail-cuff manometer.
Results: Telmisartan and treadmill minning reduced blood pressure when compared to the sedentary
group; however, telmisartan did not improve bone charactenstics. Instead, it reduced BMD of femur total
and lumbar vertebrae and worsened bone hiomechanic properties. Treadmill running maintained bone
characteristics and hence was effective in maintaining bone health.

Conclusion: Results showed that telmisartan negatively affected bones suggesting that caution should be
taken in possible therapeutic applications for protecting bone health in hypertensive conditions. More
studies are necessary to clarfy the mechanisms through which telmisartan favors bone loss in this
model.

i@ 2016 Published by Elsevier Sp. z 0.0, on behalf of Institute of Pharmacology, Polish Academy of Sciences.




