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Effect of 5,-adrenergic receptor agonist clenbuterol on the mineralization of tibiae
in rats with established osteopenia

Summary

The purpose of the study was to determine the effect 3,-adrenergic receptor agonist—clenbuterol on tibiae
mineralization of female rats with established osteopenia. The experiments were conducted on 30 female
3-months-of-age Wistar rats with an initial body weight of about 250 g. The sham-operation — SHO (n=10)

and bilateral ovariectomy —

OVX (n=20) were performed. After 60 days of osteopenia induction the ovariec-

tomized rats were divided into a group fed a standard diet (n=10) and a group that received a diet supplied
with clenbuterol at a dose of 5 mg/kg. After 14 days of the experiment the tibiae was isolated and tested using
a DEXA densitometer, peripheral quantitative computer tomography (pQCT) and three-point bending test.
The obtained results proved that a 14 day period of clenbuterol treatment significantly increased mechanical
properties content and mineral density, both planar (BMD) and volumetric (vITotBMD) of the tibiae of

ovariectomized rats.
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Clenbuterol (4-amino-a-[(zert-butylamino)methyl]
3,5-dichlorobenzyl) cechuje si¢ wysoka specyficznoscia
do receptorow adrenergicznych typu 3. Dzigki symap-
tykomimetycznym wilasciwosciom, clenbuterol wyko-
rzystano w terapii schorzen uktadu oddechowego (3,
19). Stymulacja receptoréw (3 -adrenergicznych wpty-
wa rowniez istotnie na wzrost syntezy biatek przy jed-
noczesnym obnizeniu odktadania tkanki thuszczowej,
co zapoczatkowato jego uzycie jako dopingu w sporcie
(2, 6) oraz stymulatora wzrostu w produkcji zwierzecej
wielu gatunkow zwierzat (4, 12). Z drugiej jednak stro-
ny zaobserwowano, ze stymulacje receptorow adrener-
gicznych typu B, hamu]e zanik migséni po urazach, od-
nerwieniu oraz w przebiegu dtugotrwatego unierucho-
mienia (1, 15). Duncan i wsp. stwierdzili istotny wplyw
clenbuterolu na zwigkszona gestos¢ wiokien kolageno-
wych wokoét naczyn krwiono$nych, a takze lewej ko-
mory serca szczuréw (7). Badania innych autoréw do-
wodza istotnego wplywu stymulacji 3,-adrenorecepto-
réw na wzrost stezenia IGF-I — cytokiny pehiacej klu-
czowa role w procesie formowania tkanki kostnej (13,
23).

Celem badan byto okreslenie wptywu agonisty re-
ceptoréw f3,-adrenergicznych clenbuterolu na minera-
lizacjg kosci piszczelowej szczurow w warunkach usta-
lonej osteopenii, indukowanej obustronng owariekto-
mia.

Materiat i metody

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Lokalnej Ko-
misji Etycznej w Lublinie nr 207/2001. Badania prowadzono
na 30 samicach szczur6w rasy Wistar o masie ciata ok. 250 g.
Zwierzeta utrzymywano w typowych dla tego gatunku wa-
runkach ze stalym dostgpem do wody i paszy LSM, standar-
dowo stosowanej w hodowli zwierzat laboratoryjnych (Agro-
pol Motycz, Polska). Po siedmiodniowej aklimatyzacji zwie-
rzgta podzielono na grupy, u ktérych wykonano operacje po-
zorna — SHO (n = 10) lub owariektomi¢ — OVX (n = 20).
Zabiegi operacyjne wykonano w znieczuleniu ogdIlnym. Ope-
racj¢ rzekoma wykonano z cigcia w linii biatej. Jajniki wy-
izolowano, a nastgpnie nietknigte repozycjonowano. W prze-
biegu owariektomii wyizolowane jajniki usunigto. Po sze§¢-
dziesigciodniowym okresie indukcji osteopenii grupg owa-
riektomizowanych szczurow podzielono wtdrnie na zwierze-
ta otrzymujace diet¢ standardowa LSM (OVX/S) oraz dietg
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LSM z dodatkiem clenbuterol (Sopharma, Bulgaria) w daw-
ce 5 mg/kg paszy (OVX/CI). Zwierzgta grupy pozornie ope-
rowanej otrzymywaty diet¢ standardowa (SHO/S). Po 14
dniach zwierzgta usypiano w CO,. Bezposrednio po eutana-
zji izolowano kosci obie piszczelowe.

Analiza materialu kostnego. Zawarto§¢ mineratu (BMC)
oraz powierzchniowa ggsto§¢ mineralng (BMD) koSci pisz-
czelowej oceniono aparatem Norland Excell Plus (Fort At-
kinson WI, USA) wykorzystujacym technologig skolimowa-
nej wiazki promieniowania rentgenowskiego oraz programu
umozliwiajacego badanie matych zwierzat (Small Subject
Scan). Urzadzenie pomiarowe kalibrowano przed kazdora-
ZOW4 seria pomiarowa.

W badaniu tomograficznym, przy zastosowaniu wysokiej
rozdzielczosci obwodowego ilosciowego tomografu kompu-
terowego (pQCT) XCT Research SA Plus (Stratec Medizin-
technik GmbH, Pforzheim Niemcy) okreslono wolumetrycz-
na (rzeczywista) gestos¢ mineralng (vTotBMD), catkowita
powierzchnig kosci i wskaznik wytrzymatos$ci mechanicznej
kosci (SSI) piszczelowej. Tomograficzng analizg ko$ci pisz-
czelowej wykonano w 50% dtugosci kosci, przy wielkosci
woksela 0,07 mm i predkosci skanowania 4 mm/min. Wspot-
czynnik progowy okreslono na poziomie 0,900 cm™. Oceng
wytrzymatosciowa, uzyskana w badaniu tomograficznym,
uzupehiono o analiz¢ mechaniczna kosci w oparciu o tréj-
punktowy test ugigcia z wykorzystaniem aparatu obciazenio-
wego Instron 4302 (18). Kosci charakteryzowano takimi
parametrami wytrzymatosciowymi, jak wartoscia sity maksy-
malnej oraz wartoscia sity w punkcie przekraczania granicy
sprezystosci. Uzyskane wyniki przeliczono na moment sity
F « L/4 (F — dziatajaca sita; L — odleglo$¢ pomigdzy punktami
podporu), a warto$ci wyrazono jako N « mm.

Ocena statystyczna wynikéw. Uzyskane wyniki przed-
stawiono jako $redniag + SEM. Analizg statystyczng przepro-
wadzono w oparciu o test t-Studenta dla zmiennych niepo-
wiazanych, wykorzystujac program Statystyka 5.0 StatSoft,
Inc.

Wyniki i omowienie

Liczne badania dowodza obecnosci receptorow a i 8
adrenergicznych na osteoblastach, jak i osteoklastach.
Stymulacja & -adrenoreceptorow zwigksza aktywnos¢
fosfatazy zasadowej w komorkach linii osteoblastycz-
nej MC3T3E1 (22). Kellenberger i wsp. obserwowali,
ze po podaniu isoproterenolu nastgpuje wzrost aktyw-
nosci cyklazy adenylowej w tkance kostnej, w izolo-
wanych komorkach kostnych, jak rowniez
w osteoblastopodobnych liniach komorek
ROS 17/2.8 1 SaOS-2, co potwierdza istot-
na rolg receptorow fB-adrenergicznych
w metabolizmie tkanki kostnej (10). Efek-
tem wzrostu aktywnosci cyklazy adenylo-
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cig osteoblastow oraz osteoklastyczna osteoliza. W cia-
gu roku przebudowie ulega ok. 25% tkanki kostnej gab-
czastej 1 od 2% do 6% kosci korowej (14). Tempo me-
tabolizmu tkanki kostnej, o ujemnym bilansie, ulega zin-
tensyfikowaniu w warunkach niedoboréw hormonal-
nych, wynikajacych z niedoczynnosci gonad (menopau-
zai andropauza) lub catkowitego braku wydzielania hor-
mondéw plciowych po gonadektomii (5). Szeroko opi-
sywanym efektem braku wptywu hormonoéw jajniko-
wych jest przyrost masy ciata, obserwowany zaréwno
u zwierzat doswiadczalnych, jak i pomenopauzalnych
kobiet (17,21). Rowniez wyniki naszych badan potwier-
dzaja te obserwacje. Masa ciata owariektomizowanych
samic (OVX/S) byla statystycznie istotnie wigksza
w poréwnaniu do samic, u ktorych wykonano operacje
rzekome (SHO/S) (323,64 g+ 6,72 vs. 350,58 g+ 5,92)
(p < 0,05). Masa ciala szczurow otrzymujacych przez
okres 14 dni pasz¢ standardowa wzbogacona o clenbu-
terol byta najwyzsza i wynosita 404,02 g + 6,54 (p <
0,05) (tab. 1). Owariektomizowane szczury otrzymuja-
ce clenbuterol cechowaty sig statystycznie wigksza masa
kosci piszczelowej w poréwnaniu do grup SHO/S oraz
OVX/S (p = 0,05) (tab. 1). Podobna tendencja zmian
dotyczyta dtugosci badanych kosci (tab. 1).
Wspoélczesnie denzytometryczna ocena materiatu
kostnego, wykorzystujaca metodg podwojnej absorpcji
promieniowania Rtg, Jest uznanym standardem w ba-
daniach stanu czynnosciowego uktadu kostnego. Po 74
dniach braku wptywu hormondéw gonadalnych stwier-
dzono statystycznie istotnie nizsza powierzchniowa
gestos¢ mineralna (BMD) oraz zawarto$s¢ mineratu
(BMC) w kosci piszczelowej samic grupy OVX/S w po-
réwnaniu do SHO/S (tab. 2). Zastosowanie diety wzbo-
gaconej o clenbuterol istotnie zwigkszyto wartosci tych

Tab. 1 Masa ciala, dlugos$¢ i masa koSci piszczelowej. War-
toSci przedstawiaja x + S.E.M. (n = 10)

SHO/S OVX/S OVX/CI
Masa ciata (g) 323,64 + 6,723 | 350,58 + 5,92 | 404,02 + 6,54°¢
Masa kosci (g) 1,07£0,06° | 1,120,052 | 1,30 0,04
Dtugosé kosci (mm) | 39,90 £ 0,122 | 42,70 = 0,102 | 46,67 = 0,21

Objasnienie: a, b, ¢ — rozne litery oznaczaja roznice istotne sta-
tystycznie pomigdzy grupami w kolumnach (p < 0,05)

Tab. 2 Gestos¢ i zawarto$¢ mineralu tkanki kostnej analizowana metoda
DEXA oraz rzeczywista, wolumetryczna gesto$¢ mineralna, wskaznik
wytrzymaloSci oraz pole przekroju poprzecznego trzonu kosci piszczelowej
zwierzat grup kontrolnych i do§wiadczalnej. WartoSci przedstawiaja
X S.E.M. (n =10)

wej jest wewnatrzkomorkowy wzrost ste-

SHO/S 0VX/S 0VX/Cl

zenia cAMP, ktory petni kluczowa rolg jako
przekaznik informacji II-go rzgdu w prze-
biegu stymulacji receptorow adrenergicz-
nych (9, 16).

Estrogeny petnia kluczowa rolg w utrzy-
maniu homeostazy tkanki kostnej, wyraza-

BMD (g/cm?)
BMC (g)

$SI (mm3)

vTotBMD (mg/em?)

Pole przekroju poprzecznego (mm?)

0,148 + 0,001"
0,332 = 0,002"
1202,63 + 13,5"
4,62 + 0,040
11,45 = 0,03"

0,173 + 0,0022
0,361 + 0,005?
1543,42 + 10,12
6,15 = 0,092
15,33 + 0,062

0,168 + 0,0032
0,354 + 0,0042
1420,51 + 11,22
5,57 + 0,067
13,31 £ 0,09°

jacej si¢ zrOwnowazeniem procesow jej
formowania, uwarunkowanego aktywnos-

Objasnienie: jak w tab. 1.
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parametrow w porownaniu do grupy OVX/S o 13,5%
(BMD) (p = 0,05) oraz 6,6% (BMC) (p =< 0,05).

Obwodowa ilosciowa tomografia komputerowa
(pQCT) jest wspolczesnie najnowoczesmej szym podeJ-
$ciem metodycznym um0211W1a]qcym nieinwazyjne
pomiary gqstosm geometrii i struktury wewngtrznej wy-
branych rejondéw koséca obwodowego (11, 20) Kom-
puterowa ocena ko$ci umozliwia rOwniez pomiary
wskaznika wytrzymatosci mechanicznej (SSI — Strenght
Strain Index), a poprzez to przyzyciowa oceng ryzyka
ztaman w przebiegu schorzen metabolicznych koséca
o r6znej etiologii (8). Wolumetryczna, calkowita ggs-
to$¢ mineralna kosci piszczelowej (vTotBMD) owariek-
tomizowanych szczuréw wykazata statystycznie istot-
ny spadek warto$ci w porownaniu do wartosci uzyska-
nych w grupie SHO/S (1202,63 + 13,5 mg/cm’® vs.
1543,42 + 10,1 mg/cm®) (p < 0,05). Zastosowanie die-
ty z dodatkiem clenbuterolu zwigkszyto wartos¢ tego
parametru w poréwnaniu do grupy OVX/S o 18,1%
(p = 0,05) (tab. 2). Brak oddziatywania hormonow jaj-
nikowych zaznaczyt sig¢ rowniez obnizeniem pola prze-
kroju poprzecznego, ktore u OVX/S samic byto 33,9%
(p = 0,05) mniejsze niz u pozornie operowanej kontro-
li. Clenbuterol podawany przez 14 dni zwigkszyt war-
tos¢ tego parametru w porownaniu do grupy OVX/S
0 16,2% (p = 0,05), lecz mimo to pole pI’ZCkI‘O]u po-
przecznego byto statystycznle istotnie nizsze niz w kos-
ci piszczelowej samic grupy SHO/S (p < 0,05) (tab. 2).
Komputerowa analiza trzonu kos$ci piszczelowej wy-
kazata nizsze warto$ci wskaznika wytrzymato$ci me-
chanicznej (SSI) kosci piszczelowej szczurdw z usta-
long osteopenia w por()wnaniu do pozornie operowa-
nej kontroli (4,62 £ 0,12 mm® vs. 6,15 = 0,09 mm’)
p=0 05) Srednia warto$¢ SSI u owarlektomlzowa-
nych samic otrzymujacych przez 14 dni clenbuterol wy-
nosita 5,57 £ 0,10 mm® i byta blisko 20% wyzsza niz
w kosci piszczelowej owariektomizowanych samic zy-
wionych dieta standardowa. Badanie tomograficzne
uzupetnione zostato ocena wytrzymatosci tkanki kost-
nej w oparciu o trojpunktowy test ugigcia. Uzyskane
wyniki potwierdzaja korzystny wptyw agonisty recep-
torow f3,-adrenergicznych na site maksymalnq oraz gra-
nice sprqzystosm badanych kosci w porownaniu do gru-
py owariektomizowanych samic wolnych od clenbute-
rolu (p = 0,05) (tab. 3).

Podsumowujac, uktad adrenergiczny petni istotng rolg
w metabolizmie tkanki kostnej. Wyrazem tej aktywnos-
ci sa efekty 14-dniowego stosowania clenbuterolu, po-
legajace na wzroscie wytrzymatosci mechanicznej oraz

Tab. 3. Sila maksymalna oraz granica sprezystosci trzonu
koSci piszczelowej zwierzat grup kontrolnych i do$wiadczal-
nej. Warto$ci przedstawiaja x + S.E.M. (n = 10)

SHO/S 0VX/S 0VX/Cl
Sita maksymalna a b a
(N * mm) 75,33 £ 1,562 | 60,45 =1,10° | 84,43 + 2,05
Granica sprezystosci a b a
(N » mm) 43,54 + 1,482 | 30,32 +1,14" | 51,11 £ 1,98

Objasnienie: jak w tab. 1.
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zwigkszeniu zawarto$ci mineratu (BMC) i ggstosci mi-
neralnej (BMD i vTotBMD) kosci piszczelowej samic
szczurdéw z ustalong osteopenia. Uzyskane wyniki wska-
zuja na koniecznos$¢ prowadzenia dalszych badan nad
wpltywem uktadu adrenergicznego na mineralizacjg
kosci, a takze nad mozliwos$cia wykorzystania agoni-
stow receptorow adrenergicznych, takich jak clenbute-
rol, w terapii i profilaktyce schorzen metabolicznych
kos$éca.
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