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ARTIGO ORIGINAL

MODELO EXPERIMENTAL DE OSTEOPOROSE: COMPARACAO
ENTRE OVARIECTOMIA E TOXINA BOTULINICA TIPO A

Hauiw Atmaca’, Apem AvpinN?, ResuL MusaoéLu?
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RESUMO

Objetivo: Avaliar se a toxina botulinica tipo A (TB-A) tem efeito simi-
lar ao da ovariectomia (OVX) sobre os 0ssos com relagao a densi-
tometria mineral 6ssea. Métodos: Um total de 51 ratas foi dividido
randomicamente em trés grupos de 17 animais cada. As ratas no
primeiro grupo foram o controle, sem qualquer procedimento cirlr-
gico (Grupo 1). O Grupo 2 recebeu TB-A, enquanto o Grupo 3 foi
submetido a OVX. Um total de 8 Ul de TB-A foi injetado na regiéo
femoral direita de todas as ratas do Grupo 2. No inicio do estudo e
14 semanas depois, mediu-se a densidade mineral ¢ssea (DMO)
dos fémures esquerdo e direito de todas as ratas em ambos 0s gru-
pos. Resultados: Nao houve diferenga estatisticamente significante
entre os grupos com relagdo a DMO do inicio do estudo. Na 142
semana, a DMO dos fémures direitos foi estatisticamente superior no
Grupo 1 do que nos outros grupos, embora nao houvesse diferenca
com significancia estatistica entre os Grupos 2 e 3. Os resultados
médios da DMO dos fémures esquerdos no Grupo 3 foram inferio-
res, com significancia estatistica, do que os resultados dos Grupos
1 e 2 na 142 semana. Concluséo: Os resultados do presente estudo
mostraram que a TB-A teve efeito similar ao da OVX sobre a osteo-
porose, no que diz respeito a DMO. Nivel de Evidéncia I, Estudo
Experimental, Controlado em Animais.

Descritores: Toxinas botulinicas tipo A. Ovariectomia. Osteoporose.

ABSTRACT

Objective: To evaluate whether Botulinum toxin-A (BTX-A) has
a similar effect to that of ovariectomy (OVX) on bone regarding
bone mineral densitometry. Methods: A total of 51 female rats
were randomly divided into three groups of 17 animals each. The
rats in the first group formed the control group, without any surgi-
cal procedure (Group 1). Group 2 received BTX-A while Group 3
was subjected to OVX. A total of 8 IU of BTX-A was injected into
the right femoral region of all rats in Group 2. At baseline and 14
weeks later, bone mineral densities (BMD) of the left and right
femurs of all rats in both groups were measured. Results: There
was no statistically significant difference between the groups with
respect to baseline BMD. At the 14" week the BMD of the right
femurs were statistically significantly higher in Group 1 than other
groups, although there was no statistically significant difference
between Groups 2 and 3. The mean BMD results of the left femur
in Group 3 were statistically significantly lower than the results
in Groups 1 and 2 at the 14" week. Conclusion: The results of
the current study showed that BTX-A had a similar effect to that
of OVX on osteoporosis regarding BMD. Evidence Level I, Ex-
perimental, Controlled, Animal Study.
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INTRODUGCAO

A osteoporose é uma doenga cronica que afeta milhdes de pes-
soas e se caracteriza pela diminuicdo da massa éssea e pela
deterioracao da microarquitetura do 0sso, ocasionando aumento
da fragilidade do esqueleto e, portanto, maior risco de fraturas.
A diminuicao da atividade fisica e a auséncia de carga sobre o
esqueleto podem contribuir para a perda osteopordtica. A imobi-
lizagao prolongada consequente de longos periodos de repouso,
a diminui¢do da fungado muscular causada por afecgoes e lesdes
neurolégicas, bem como a falta do efeito da gravidade, semelhante
a dos voos espaciais, resultam em perda 6ssea muito rapida e

grave, com a presenga de desacoplamento entre a formagéo e a
reabsorgao éssea. A remogao da carga fisica reduz a funcéo dos
osteoblastos, enquanto, em geral, tem sido demonstrado que a
estimulagcédo mecanica tem efeito anabdlico sobre a dindmica das
células, massa e qualidade dsseas.’

Os modelos animais fornecem material experimental mais uniforme
e permitem testes extensos com as possiveis terapias. O alto custo
e o grande perfodo de testes clinicos sdo outros motivos pelos
quais 0os modelos animais tém papel essencial na pesquisa da
osteoporose.? Ovariectomia, mudanga de dieta, medicamentos,
imobilizagédo, procriagao e controle central da massa 0ssea sao
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comumente utilizados nos modelos animais de osteoporose.® O
modelo de ratas ovariectomizadas (OVX) é mais usado na pes-
quisa da osteoporose pés-menopausa. Depois da ovariectomia,
a reabsorgéo excede a formagao éssea no inicio, causando perda
de 0sso. Depois desse primeiro momento, a remodelacao 6ssea
atinge um estado de equilibrio, no qual a reabsorgéo e a formagao
ficam equilibradas.*

Atoxina botulinica tipo A (TB-A) € um dos sete agentes de bloqueio
neuromuscular sorologicamente distintos da bactéria Clostridium
botulinum.® A TB-A é altamente especifica para os terminais ner-
vosos motores e tem alta capacidade de difusdo pelo musculo
guando € injetada. Esses fatores tornam a TB-A um agente ideal
para indugao de fraqueza e paralisia muscular. Formulamos a
hipotese de que a imobilizagdo de um membro depois da injecao
de TB-A pode ocasionar osteoporose regional no lado injetado. A
principal finalidade deste estudo foi avaliar se a TB-A tem efeito
semelhante ao da OVX sobre os 0ssos, com relagao a densito-
metria mineral 6ssea (DMO).

MATERIAIS E METODOS

Modelo animal e desenho do estudo

Este estudo experimental foi realizado na Unidade de Pesquisa
Clinica e Medicina Experimental (EMCRU, Experimental Medicine
and Clinical Research Unit) da Kocaeli University, depois da apro-
vagao pelo Comité de Etica em Pesquisas com Animais. No pre-
sente estudo, foram usadas como animais experimentais, 51 ratas
Wistar albinas com idades entre 3 e 3,5 meses, pesando entre
200 e 300 gramas. Os animais foram divididos randomicamente
em trés grupos com 17 ratas cada um. As ratas no primeiro grupo
foram controlados, sem qualquer procedimento cirtrgico (Grupo 1).
O Grupo 2 recebeu TB-A, enquanto o grupo 3 foi submetido a
OVX. Um total de 8 Ul de TB-A (Botox®, Allergan, Irvine, Califor-
nia) foi injetado na regiao femoral direita de todas as ratas do
Grupo 2; 4 Ul no conjunto de musculos anteriores e 4 Ul no con-
junto de musculos posteriores.® No inicio do estudo e 14 semanas
depois, mediu-se, in vivo, a densidade mineral éssea (DMO) dos
fémures esquerdo e direito de todas as ratas nos trés grupos, com
anestesia com cetamina e absorciometria por dupla emissao de
raios X. Depois das medidas iniciais da DMO, realizou-se a ovariec-
tomia bilateral nas ratas do Grupo 3. As ratas foram anestesiadas
com uma injegao intraperitoneal de cetamina (50 mg/kg — Ketalar®).
As ratas receberam injecao intramuscular de 500 mg/kg de ampi-
cilina-sulbactam (Ampisid®). Foram submetidas a tricotomia, pre-
paradas assepticamente e foram operadas pelo mesmo cirurgido.
A OVX foi realizada por inciséo transversal ventral. Todas as ratas
foram aclimatadas as condicoes laboratoriais em gaiolas e recebe-
ram dieta padréo e agua ad libitum. A temperatura e a umidade da
sala foram mantidas em 20 a 24°C e 50%-60%, respectivamente.
O ciclo de luz foi fixado em 12 horas. Dois animais do Grupo 1,
um do Grupo 2 e dois do Grupo 3 morreram durante o periodo de
acompanhamento (um durante a cirurgia), de modo que, ao final,
foram avaliadas 46 ratas e 92 fémures. Todos os animais do estudo
foram sacrificados na 142 semana com uma alta dose de cetamina.

Densitometria 6ssea

No inicio e 14 semanas mais tarde, a densidade mineral 6ssea
(DMO) do fémur foi medida in vivo, sob anestesia, com absorci-
Ometro de dupla emissao de raios X (Norland XR-36), utilizando
em cada rata, o software para pequenos animais. Inicialmente, 51
ratas e 102 fémures foram avaliados, mas ao final de 14 semanas,
foram avaliadas 46 ratas e 92 fémures. Em todas as medidas, os
animais foram colocados em posicao supina, com abducéo total
dos membros posteriores e cada analise foi realizada pelo mesmo
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investigador. O instrumento foi calibrado diariamente. As imagens
digitais foram analisadas e a DMO (em gramas por centimetro
quadrado) (g/cm?) da regido da metéfise proximal do fémur foi
determinada.

Analise estatistica

Cada animal foi avaliado separadamente em 12 subgrupos com
relagédo a DMO do fémur direito e esquerdo, em termos de média
basal e final (142 semana). A média e o desvio padrao (DP) foram
calculados para as estatisticas descritivas das variaveis continuas
e os valores medianos para as variaveis discretas. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para analisar a normalidade dos
dados. As médias dos grupos foram analisadas usando ANOVA. O
procedimento de comparagéo mulltipla post hoc de Bonferroni foi
utilizado para determinar os valores que foram significantemente
diferentes. O teste t pareado foi utilizado para comparar as médias
dos dados de DMO entre os subgrupos. A hipétese bicaudal foi
considerada nas andlises e uma diferenca significante foi aceita
enquanto p < 0,05. O software SPSS 15.0 para Windows (SPSS
Inc., Chicago, IL, EUA) foi utilizado para as andlises estatisticas.

RESULTADOS

A DMO média no acompanhamento inicial e final dos fémures di-
reito e esquerdo de todos os animais é apresentada na Figura 1.
N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos
com relagdo a DMO basal no fémur direito e esquerdo (p=1,000 e
p=0,788, respectivamente). Com relagéo a DMO dos fémures direi-
tos na 142 semana, observaram-se diferengas estatisticamente sig-
nificantes entre os grupos (p=0,000). O teste de Bonferroni mostrou
que a diferenca originava-se no Grupo 1, qguando comparado com
0s outros, enquanto ndo houve diferenga estatisticamente signifi-
cante entre os Grupos 2 e 3 (p=0,256). Os resultados médios da
DMO dos fémures esquerdos no Grupo 3 foram estatisticamente
inferiores aos resultados dos Grupo 1 e Grupo 2 na 142 semana.
Os resultados estatisticamente significantes de todos os subgrupos
sdo apresentados na Tabela 1.

Média da
DMO em

14 semanas
(g/em?)
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Figura 1. Média basal e em 14 semanas da densitometria mineral ¢s-
sea em ratas dos grupos controle, injecéo de toxina botulinica tipo A
e ovariectomia

DISCUSSAO

A redugao da DMO depois de ovariectomia é esperada em ambos
os fémures.* Além disso, a injegao de TB-A diminuiu a DMO dos fé-
mures direitos nas ratas da mesma forma que a OVX, enquanto nao
houve diferenca estatisticamente significante entre os fémures es-
querdos dos mesmos animais do Grupo 2 e 0os do grupo controle.
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Tabela 1. Diferengas estatisticas entre os subgrupos obtidos nos testes t pareados.

Média Média Média Média Média | Média | Médiada | Médiada | Médiada | Médiada | Médiada | Média da
basal basal basal basal basal basal | DMOem | DMOem | DMOem |DMO em 14/DMO em 14| DMO em 14

daDMO | daDMO | da DMO | da DMO | da DMO | da DMO (14 semanas|14 semanas|14 semanas| semanas | semanas | semanas
Grupo 1D | Grupo 1E |Grupo 2D| Grupo 2E| Grupo 3D| Grupo 3E| Grupo 1D | Grupo 1E | Grupo 2D | Grupo 2E | Grupo 3D | Grupo 3E
(N=17) | (N=17) | (N=17) [ (N=17) | (N=17) [(N=17)| (N=15) | (N=15) (N=16) | (N=16) | (N=15) | (N=15)

Média basal da DMO

Grupo 1D (N = 17) 1,000

Média basal da DMO

Grupo 1E (N = 17) 0710 | 1,000

Média basal da DMO

Grupo 2D (N = 17) 1,000 0,750 1,000

Média basal da DMO

Grupo 2E (N = 17) 0,858 0,608 0,841 1,000

Média basal da DMO

Grupo 3D (N = 17) 1,000 0,829 1,000 0,841 1,000

Média basal da DMO

Grupo 3E (N = 17) 0,766 0,577 0,777 0,939 0,715 1,000

Média da DMO em 14

semanas Grupo 1D 0,840 0,678 0,885 0,937 0,955 0,739 1,000

(N =15)

Média da DMO em 14

semanas — Grupo 1E 0,728 0,301 0,657 0,700 0,594 0,743 0,474 1,000

(N=15)

Média da DMO em 14

semanas — Grupo 2D 0,000* 0,000* 0,000* | 0,001* | 0,003* | 0,000 0,000* 0,000* 1,000

(N =16)

Média da DMO em 14

semanas — Grupo 2E 0,485 0,412 0,429 0,069 0,476 0,606 0,364 0,865 0,001* 1,000

(N=16)

Média da DMO em 14

semanas — Grupo 3 0,000* 0,000* 0,000* | 0,000* | 0,000* | 0,000* 0,000* 0,000* 0,256 0,000* 1,000

D(N=15)

Média da DMO em 14

semanas — Grupo 0,000* 0,000* 0,000* | 0,000* | 0,000* | 0,000 0,001* 0,000* 0,350 0,000 0,727 1,000

3E (N=15)

*indica diferenga significante quando p < 0,05. As areas em cinza escuro mostram as diferencas sem significancia estatistica entre o grupo injetado com TB-A e o grupo OVX. N indica o nimero de

fémures avaliados. D = direito, E = esquerdo, DMO = densidade mineral 6ssea.

Vérias intervengbes experimentais sao utilizadas para induzir
osteopenia e osteoporose em ratos.* A taxa de perda de massa
Ossea em ratos machos e fémeas é altamente dependente do
método utilizado para induzir a osteoporose, do local avaliado e se
essa perda é de osso trabecular ou cortical.*” Todos os protocolos
experimentais de osteoporose podem ser implementados em ratos
esqueleticamente maduros ou imaturos.® Embora os ratos atinjam
a maturidade sexual com 2,5 meses de idade, seu esqueleto é
considerado maduro apés 10 meses de idade.” Quando séo
utilizados ratos equeleticamente imaturos, um pico de baixa massa
Ossea ¢ atingido, o que € considerado um fator de risco elevado
para fraturas humanas devido a osteoporose. E por causa dessa
caracteristica que o rato com imaturidade esquelética € um modelo
animal apropriado na pesquisa de fatores endécrinos, nutricionais
e ambientais que podem influenciar o pico de massa 6ssea.

O rato esqueleticamente maduro € um modelo animal apropriado
para a pesquisa de osteoporose pds-menopausa e por imobiliza-
¢ao.° Depois da OVX, a reabsorgao dssea excede, inicialmente, a
formagao 6ssea, levando a perda de 0sso. Logo apds, a remode-
lagao dssea atinge um estado de equilibrio, no qual a reabsorgao
e a formagéo ficam equilibradas.* No osso cortical, a dilatagdo da
cavidade medular é uma medida indireta da perda éssea. Essa
dilatacéo na diéfise de ossos longos deve-se ao aumento da
reabsorgao de 0sso endosteal'® e a aposigao de osso periosteal. !

A reabsorgao endosteal e a formagao endosteal simultanea resul-
tam em baixa velocidade de perda de osso cortical.' As principais
preocupagdes com a OVX séo seus efeitos irreversiveis e generali-
zados sobre 0s 0ss0s e outros efeitos sistémicos. A TB-A, porém,
é facil de aplicar e tem efeito osteoporético regional e reversivel.

Outro método para induzir a osteoporose em ratos é a imobiliza-
g&o. Ha vérios métodos de imobilizagao.*'® Por causa do fenéme-
no acelerador regional, a velocidade de perda 6ssea é mais rapida
depois de métodos cirlirgicos do que depois da imobilizagdo.'
No modelo de imobilizagao, a maior parte da perda éssea ocorre
nos membros posteriores, porque sdo o local de maior carga
mecanica, mas, em geral, a velocidade de perda 6ssea é maior
no 0sso trabecular do que no cortical. Essa diferenga pode ser
parcialmente atribuida a proporgao superficie/volume, que é maior
no 0sso trabecular.” No presente estudo, a TB-A foi usada como
método de imobilizagéo e teve resultado similar ao da OVX sobre
a DMO. No entanto, a auséncia de mobilizagao rapida devido a
paralisia do fémur direito das ratas no Grupo 2 ocasionou redu-
¢ao leve e estatisticamente insignificante no fémur esquerdo, com
relagcéo a DMO.

Recentemente, Aydin et al.'® apresentaram seus resultados referen-
tes ao efeito da TB-A sobre a consolidagao de fraturas. Relataram
aumento estatisticamente significante de uniao, formacao de osso
trabecular e escores de organizagao de medula 6ssea, assim como
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do valor do médulo de elasticidade dos lados que receberam TB-
A. Os autores concluiram que a administracdo da TB-A aumenta
a poténcia de consolidagdo em fraturas relativamente fixadas e
diminui o didmetro do calo 6sseo, como se tivesse sido realizada
uma fixagao rigida.'® Contudo, Hao et al.'® visavam investigar se
a atrofia e a disfungdo muscular local afetam a consolidagao em
modelo de fratura em fémur de rato utilizando a toxina botulinica tipo
A (TB-A). Eles concluiram que os testes biomecénicos indicaram
que os fémures do lado tratado com TB-A exibiram propriedades
mecanicas inferiores em comparagéo com o lado de controle. O
resultado inferior depois da injecéo de TB-A, em comparacao com
a injecdo de soro fisiolégico, em termos de resisténcia do calo
0sseo pode ser consequéncia de carga inesperada e instabilidade
mecanica provocada pela atrofia e disfungao muscular. Com base
nessa informagao, pode-se indicar que o0 uso de TB-A em vez de
OVX nao é recomendado nos estudos que avaliam a consolidagao
de fraturas e a osteoporose simultaneamente.
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