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INTRODUGAO

A osteogénese imperfeita (Ol), popular-
mente conhecida como doenga dos 0ssos
frageis ou quebradicos, € um disturbio here-
ditario do tecido conjuntivo e se manifesta,
principalmente, no tecido 6sseo. E caracteri-
zada pela fragilidade e baixa densidade 0s-
sea, deformidades no esqueleto e deficiéncia
de crescimento, além de outras manifesta-
¢cbes sistémicas muito variadas. Estas anor-
malidades sao causadas, em geral, por mu-
tacbes nos genes COL1A1 no cromossomo
17 e COL1A2 no cromossomo 7, 0s quais co-
dificam, respectivamente, as cadeias a1 () e
a2 () do colageno tipo I. Essas alteragdes re-
sultam na sintese reduzida da quantidade de
colageno normal ou na sintese de uma mo-
lécula estruturalmente anormal. A Ol do tipo
| € a forma mais branda da doenca e é cau-
sada por uma mutagdo nonsense do gene
COL1A1, produzindo cerca de 50% de cola-
geno normal [1].

O modelo animal murino para este tipo de Ol,
conhecido como camundongo oim, apre-
senta uma delegdo no gene COL1A2 do co-
lageno tipo |, que altera cerca de 50 aminoa-
cidos da proteina, gerando um fenétipo simi-
lar ao da Ol tipo | humana. Em vista disso,
esses animais estdo sendo amplamente uti-
lizados em estudos visando o desenvolvi-
mento de tratamentos para esta doenca [2].

Um dos tratamentos utilizados para a
Ol é a administracdo do hormdnio de cresci-
mento humano (hGH) recombinante, com o
objetivo de promover o aumento da densi-
dade mineral 6ssea e do tamanho corporal,
porém trata-se de um tratamento dispendi-
0s0, € que requer aplicagdes diarias no
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paciente. Desta forma, € imprescindivel o de-
senvolvimento de novas abordagens, como
por exemplo, a técnica de injegao direta e
subsequente eletroporacdo de DNA plasmi-
dial com o gene do mGH, baseando-se na
experiéncia do nosso grupo de pesquisa, na
area de terapia génica [3].

Portanto, para viabilizar esse tratamento é
necessario realizar uma determinagao pré-
via, da densidade e fragilidade 6ssea em ca-
mundongos oim heterozigotos e camundon-
gos selvagens.

OBJETIVO

Determinar a densidade e fragilidade 6ssea
de camundongos oim e normais e estabele-
cer os parametros de avaliacdo da terapia
proposta. Para, a partir destas avaliagdes,
realizar um bioensaio de longa duragao.

METODOLOGIA

Foram utilizados camundongos oim heterozi-
gotos (oim/wt) machos (n=6) e fémeas (n=6),
e um grupo controle selvagem (wt/wt), com
camundongos machos (n=6) e fémeas (n=6),
de aproximadamente 40 dias, os quais foram
mantidos no Biotério do IPEN. Para o teste
de densitometria 6ssea do fémur foi utilizado
o0 equipamento In vivo Imaging System
FXPRO, localizado no Instituto de Ciéncias
Biomédicas IV da USP. Os animais foram
anestesiados com uma solugéo de xilazina e
quetamina, via intraperitoneal, e mantidos
sob anestesia durante toda a aquisi¢cao da
imagem. As imagens radiograficas dos fému-
res direitos e esquerdos foram geradas e
analisadas utilizando o software Molecular
Imaging Software, integrado ao equipa-
mento. O teste biomecanico foi realizado na



UNIFESP, na unidade Baixada Santista, uti-
lizando uma maquina de teste universal (mo-
delo 3342, Instron) nos fémures direitos e es-
querdos. Foi utilizada uma célula de carga
com capacidade maxima de 500 N e pré-
carga de 5 N em apoio de 0,80 cm. A forga
de flexao foi aplicada na dire¢cdo antero-pos-
terior na parte central da diafise dos fémures
com uma tensao constante de 3 mm/minuto
até a ocorréncia da fratura. Os parametros
analisados foram resisténcia a fratura (N) e o
tempo de quebra (s) os quais, juntos refletem
as propriedades do tecido ésseo.

RESULTADOS

De acordo com os dados obtidos apds o
teste de densitometria éssea, conforme a Ta-
bela 1, a significancia entre fémeas e ma-
chos oim em relagdo aos camundongos nor-
mais foi de p<0,05.

Tabela-1 .-Determinacéo-da-densitometria-dssea-J|

Grupon no Densidade-ossea- o
(g/cm?)m

Machos-(oim/wt)= | 6= 0,82-+0,06= o

Fémeas-(oim/wi) | G 0,69+003 = o

Machos (wtivt)a B 0,69-+-0,04-= o

Fémeas-(wiiwt) B 0,63-+0,03= u

Os resultados do teste biomecanico estédo
apresentados na Tabela 2. Houve apenas
significancia entre machos oim/wt e wt/wt de
p<0,05, em que os camundongos oim apre-
sentaram carga maxima maior que os wild-
type.

Quanto ao tempo de quebra, podemos ob-
servar que este, foi maior nas fémeas e nos
machos wt/wt quando comparadas com fé-
meas e machos oim/wit.
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Tabela 2. Resultados do teste biomecanico

Grupon ne | Carga-maxima- | Tempo-de-
(N)= quebra-(s)e
oim/win
Machos-D= | 3= 8,55+2 03= 6,52
Machos-E= | 5= 6,62+2 40
Fémeas D= | 5o 3,800,830 13,24xn
Fémeas-E= | 3m 3,841 03
wt/win
Machos D= | 4= 4 58+1 57 45 72xa
Machos-Ez | 6= 515+2 15m
Fémeas D= | 4= 3,26+132= 37 43=
Fémeas-E= | 4nm 3,720 98

CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos nesta fase do pro-
jeto, concluimos que, para os préximos bio-
ensaios, os animais utilizados deveréo ser
todos do mesmo sexo, e o tempo de trata-
mento devera ser prolongado, para melhor
avaliar os efeitos da abordagem proposta.
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