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Resumo

Alteragdes do tecido 0sseo e calcificagdes vasculares (CV) sdo complicagdes
freqiientes nos pacientes com doenca renal cronica (DRC). A participacao do fosforo
(P) e do paratorménio (PTH) na CV ainda ndo esté totalmente esclarecida. Estudos in
vitro demonstraram que concentragdes elevadas de P promovem transformacdes
fenotipicas de células musculares lisas vasculares (CMLV) em osteoblastos-/ike,
confirmada pela superexpressao de Runx2 nestas células. Além disso, a expressao de
Runx2 foi demonstrada na camada média e intima de artérias calcificadas em
pacientes DRC, confirmando a transformacao. Estudamos os efeito do P e do PTH na
remodelagdo Ossea ¢ na expressdo de proteinas dsseas (Runx2, osteoprotegerina,
colageno tipo I, osteocalcina, osteopontina ¢ NFkB) em aorta ¢ coragdo de animais
nefrectomizados (Nx). Ratos Wistar foram submetidos a paratireoidectomia,
nefrectomia e infusdo continua de PTH de rato fracdo 1-34, em concentragdes
fisioloégicas ou 5 vezes maior que a fisioldgica. A dieta foi idéntica, entretanto o
conteudo de P foi diferente, sendo denominado pobre (pP: 0,2%) ou rico (rP: 1,2%).
Realizamos analises bioquimicas, histomorfométricas, imuno-histoquimicas e de RT-
PCR. Ratos Nx desenvolveram doenga renal moderada. A sobrecarga de P contribuiu
para a perda de massa Ossea, independente da insuficiéncia renal. Entretanto, nos
animais urémicos que receberam doses elevadas de PTH, essa perda foi menos
intensa, provavelmente pela a¢do anabolica do PTH que se contrapds aos efeitos
toxicos da sobrecarga de P. A calcificagdo vascular, s6 foi observada em animais Nx
que receberam infusdo de altas doses de PTH independente da carga de P que
receberam. Porém, a sobrecarga de P nos animais que receberam infusdo fisiologica
de PTH induziu mudanga fenotipica em CMLV comprovada pela superexpressao de
Runx2 na aorta destes animais. O P ¢ o PTH em altas concentragcdes modificaram
histologicamente a expressdo de osteoprotegerina e coldgeno tipo I nas éareas de
calcificacdo da aorta e do coragdo. Nosso estudo ndo demonstrou qual o valor ideal
de PTH, suficiente para manter a integridade 6ssea e impedir calcifica¢do vascular,

quando o animal ¢ exposto a diferentes sobrecargas de P.



Summary

Bone tissue alterations and vascular calcification (VC) are commonly found in
patients with chronic renal failure (CKD). The importance of phosphorus (P) and
parathyroid hormone (PTH) is not clear, yet. An in vitro study showed that inorganic
phosphate was able to transform vascular smooth muscle cells (VSMC) into
calcifying cells confirmed for up-expression of Runx2 in these cells. Besides, it has
been demonstrated the in vivo expression of Runx2 in intimal and medial VSMC in
calcified arteries of CKD patients. We evaluated the effect of phosphorus (P) and
parathyroid hormone (PTH) on bone remodeling and on the expression of bone
proteins (Runx2, Osteoprotegerin, type I Collagen, Osteocalcin, Osteopontin and
NFkB) in aortic valve and heart in experimental uremia. Wistar rats were submitted
to parathyroidectomy, nephrectomy (Nx) and continuous infusion of 1-34 rat PTH in
physiologic or 5 times the normal values. The diet was identical, however the P
content was low (LP: 0,2%) or high (HP: 1,2%). We performed biochemical,
histomorphometric, imuno-histochemistry and RT-PCR analysis. Rats submitted to
Nx developed renal failure. The P overload contributed to loss bone volume
independent of uremia. Besides Nx animals that received high PTH doses bone loss
was slight probably because of the anabolic effect of PTH, which was attenuated by
the phosphorus overload toxic. VC was only observed in Nx animals that received
high PTH doses independently of P overload. However, the P overload with
physiologic PTH doses induced phenotypic changes in VSMC that was confirmed
for the up-expression of Runx2 on aorta of these animals. The high concentrations of
P and PTH promoted histological changes on expression of osteoprotegerin and type
I Collagen in calcified arteries and heart. This study does not established ideal levels
of PTH sufficient for the maintenance of the bone integrity and also to prevent VC

when animal are submitted to different P overload.
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1. Introducio

Desde o inicio da terapia dialitica criou-se a expectativa de que, com a uremia
controlada, os pacientes com doenga renal cronica (DRC) teriam uma sobrevida
préxima do normal[1].

Entretanto, mesmo com a melhora da qualidade dos métodos dialiticos
observada nas ultimas décadas, a morbidade e mortalidade nesses pacientes
permanecem elevadas. Dentre as causas de mortalidade, as cardiovasculares
representam cerca de 50% dos obitos|[2, 3]

As principais complica¢des cardiovasculares sdo: hipertrofia ventricular
esquerda (HVE), doenca obstrutiva coronariana (DOC) e insuficiéncia cardiaca[4].

Cerca de 40% a 75% dos pacientes que iniciam o tratamento dialitico ja
apresentam manifestacdes de doengas cardiovasculares (DCV) e a mortalidade por
essas complicacoes ¢ 10 a 30 vezes maior que na populagdo geral, mesmo quando
corrigida para fatores como sexo, raca e presenga de Diabetes Mellitus[5, 6].

Em 1974, Lindner et al ja descreviam uma elevada freqliéncia de doenga
cardiaca e de mortalidade de causa cardiaca, levantando a hipotese da existéncia de
uma forma acelerada de aterosclerose nessa populagdo. A favor dessas evidéncias, ha
outros trabalhos que destacavam a correlacdo inversa entre o enrijecimento vascular
e a funcao renal[7, 8]

Atualmente sabe-se que a prevaléncia de ateroma nas artérias corondrias de

pacientes com DRC ¢ de aproximadamente 30% (achados de autdpsia)[9]. Outra
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evidéncia importante ¢ que mesmo pacientes com discreta reducdo da fungao renal
apresentam uma taxa acelerada de progressao do DOC[10, 11].

A elevada mortalidade por DCV nesses pacientes pode ser atribuida a fatores
de risco populacionais, relacionados a terapia dialitica e a uremia.

Os fatores de risco observados na populagdo em geral como, idade avancada,
sexo masculino, historico familiar de DOC, hipertensdao arterial, dislipidemia,
tabagismo, Diabetes Mellitus, menopausa e sedentarismo[12], bem como o0s
relacionados a terapia dialitica como as alteracdes inflamatérias[13] favorecem o
desenvolvimento de DCV mas ndo explicam totalmente a elevada freqiiéncia desses
eventos nesses pacientes.

Nos ultimos anos os fatores relacionados a uremia tem sido muito
estudados[14, 15]. Postula-se que o soro urémico contenha substancias toxicas que
afetam adversamente o sistema cardiovascular e o paratormoénio (PTH) ¢ uma destas
toxinas[4, 16, 17]. Além disso, disturbios do metabolismo mineral como alteracao do
calcio e do fosforo sao destacados[18].

Perdas de funcdo renal da ordem de 50% sdo suficientes para aumentar a
sintese de PTH levando ao hiperparatireoidismo secundario (HPT?2).

A etiopatogenia do HPT2 ¢ multifatorial, valendo destacar a retencdo de
fosforo conseqiiente a queda de filtracdo glomerular ¢ a diminui¢do dos niveis
séricos de calcitriol secundaria a redu¢do da massa renal, dois fatores que favorecem
a diminui¢do dos niveis de calcio sérico. Além disso, esses pacientes apresentam
resisténcia esquelética a agdo calcémica do PTH o que implica em um menor
incremento do calcio sérico frente a elevagdes desse hormonio, resultando também

em hipocalcemia. Esses fatores se correlacionam profundamente, proporcionando
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elevacao da secrecao de PTH[3]. Estima-se que cerca de 50% do pacientes com DRC
em dialise desenvolvem HPT2[2].

O HPT2, a desmineralizacao do esqueleto e a perda da estabilidade estrutural
dos ossos podem aumentar a fragilidade desse tecido e favorecer o aparecimento de
fraturas. O excesso de PTH leva a um aumento na remodelagdo 6ssea (Osteite
Fibrosa) além de ser considerado um fator importante na génese das calcificacdes
extra-0sseas.

Entretanto, tratamento com doses elevadas de calcitriol ou calcio podem
diminuir os niveis de PTH e também prejudicar a remodelacdo dssea desses
pacientes resultando em doenga adinamica.

As manifestagdes clinicas dessas doencgas, tanto da Osteite Fibrosa quanto da
doenca adinamica sdo amplas, variando desde quadros assintomaticos até lesdes
graves e incapacitantes, tais como deformidades Osseas e fraturas[1, 19].

Atualmente preconiza-se que para manter uma remodelagdo o0ssea adequada
nos pacientes com DRC os niveis de PTH devem ser mantidos entre 2 a 3 vezes o
valor normal, ou seja, aproximadamente 200pg/mL°. Acredita-se que esses valores
sdo suficientes para sobrepor a resisténcia dssea ao PTH e dessa forma manter a
remodelagdo dssea proxima do normal, evitando os efeitos deletérios decorrentes da
alta e baixa remodelagdo. Todavia para o sistema cardiovascular valores acima de
60pg/mL seriam maléficos desencadeando DCV

O controle do HPT2 ¢ fundamental, ndo somente pelo dano em potencial para
o esqueleto, como também pelos efeitos deletérios do excesso de PTH no organismo.

Além das células renais e Osseas, tradicionalmente conhecidas como alvo do PTH,
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outras c€lulas possuem receptores para esse hormonio como, por exemplo, as células
do coracgao, baco, cérebro, pulmoes, musculo esquelético e liso[4].

Os efeitos do HPT2 na fun¢do cardiaca ja foram descritos por alguns
pesquisadores[16, 17]. A calcificagdo extra-6ssea observada em urémicos ¢ em parte
resultante da combinag¢do da disfuncdo da glandula paratiredide, do metabolismo
alterado da vitamina D e disturbios de ions divalentes.

Massry & Smogorzewskis, em 1994, demonstraram que o excesso cronico de
PTH facilita a entrada de célcio nas células, através de diferentes vias que
contribuem para a diminuicdo da producdo de ATP mitocondrial e
conseqiientemente, impedem a acdo de enzimas como a Ca’” ATPase e Na'-K'
ATPase. Uma alteragdo importante na membrana fosfolipidica, por mecanismos
ainda pouco esclarecidos, também impede a atividade da Na™-K™ ATPase e da Ca’"
ATPase, contribuindo para a diminui¢do da extrusao de célcio e entrada de s6dio na
célula. Esses fatores favorecem o aumento de sua concentracao intracelular, inibigao
da fun¢do mitocondrial, diminuindo ainda mais a produ¢ao de ATP que, por sua vez,
sustenta a elevagao de calcio dentro destas células. Conseqiientemente, esses eventos
poderiam resultar em morte celular[4, 5].

Confirmando esses achados, Block et al demonstraram que valores de PTH
acima de 600pg/mL se correlacionam positivamente com aumento da mortalidade
por causas cardiovasculares[20].

Recentemente, Tsuchihashi et al demonstraram que o hipoparatireoidismo era
um fator de risco independente no aparecimento de calcificagdes cardiovasculares.
Dessa forma, devemos ressaltar que tanto o excesso de PTH, quanto sua redugdo sao

deletérios para os pacientes com DRC. Calcificagdes extra-dsseas se desenvolvem
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em pacientes com hipoparatireoidismo sem elevagdo do produto Ca x P (célcio x
fosforo), com valores aceitaveis de fosforo e calcitriol plasmatico, o que sugere que
outros fatores estdo envolvidos nas calcificacoes|7].

O controle do fésforo sérico (P) tem sido reconhecido ha muitos anos como
um fator essencial no tratamento de pacientes com DRC[21]. Na DRC avangada, a
excrecao de P ¢ insuficiente e o tratamento dialitico corrige parcialmente seus niveis
séricos, assim, a hiperfosfatemia ¢ um achado freqliente nesses pacientes[8]. A
importancia do controle do P era atribuida ao seu papel na patogénese do HPT?2,
contudo, outros disturbios secundarios a sua retengao tém sido descritos[22].

A hiperfosforemia e elevacdo do produto Ca x P, foram estudadas por Block
et al demonstrando que pacientes com DRC em tratamento dialitico € com niveis de
fosforo sérico maiores que 5,5mg/dL apresentavam mortalidade significativamente
mais elevada[8, 20]. Além disso, a hiperfosfatemia aumenta o risco de calcificagao
coronariana e, conseqiientemente, o risco de 0bito[9].

Por muitas décadas a calcificacdo extra-O6ssea desses pacientes foi
considerada um evento passivo. Entretanto, estudos recentes modificaram
profundamente esses conceitos.

Atualmente, a calcificagdo vascular ¢ descrita como um processo ativo e
regulado por células que podem, mediante certos estimulos, diferenciarem-se,
adquirindo fenotipo de osteoblastos capazes de sintetizar proteinas reguladoras da
mineralizagao.

Sabe-se que o P participa deste processo de forma direta e indireta como

descrito a seguir e exemplificado na figura 1.
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O mecanismo de mineralizacao envolve o aumento do transporte de P devido
ao estimulo do fator de crescimento PDGF que possibilita maior entrada deste na
célula (acao direta)[23, 24]. O aumento do P intracelular ativa vias de sinalizagcdo que
levam a expressdo de Runx? e conseqiiente producao de proteinas Osseas (ex.
osteocalcina e osteopontina), reducdo da expressao de genes especificos da célula
muscular lisa e estimulo da secrecdo de moléculas que funcionam como fatores de
nuclea¢ao mineral favorecendo a calcificacao vascular.

Uma outra via (acdo indireta) cogitada para a indugdo da calcificacdo
vascular secundaria a hiperfosfatemia seria através da secrecao excessiva do PTH
que aumenta a remodelacao dssea contribuindo para elevagdao do fosforo sérico[18,

19, 25, 26].
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Figura 1. Mecanismo de a¢do: Mineralizagdo da célula muscular lisa vascular via P
NOTA: Adaptado de: Giachelli et al Am J Kidney Dis. 2001;38 (Suppl 1):S34-37[24].

Recentemente, Moe et al demonstraram essa transformagdo fenotipica em
artérias de pacientes com DRC. Nesses pacientes, artérias calcificadas apresentavam
expressao evidente de proteinas da matriz 6ssea[27].

Como descrito anteriormente, o principal e mais precoce marcador de
diferenciacdo osteobladstica ¢ o Runx2[28]. Um fator transcricional que induz a
expressdo de proteinas tipicas dos osteoblastos como a fosfatase alcalina, colageno
tipo I, osteopontina e osteocalcina[29, 30].

Essas proteinas sdo constitutivas do tecido 6sseo e participam do processo de

calcificagdo Ossea. Suas principais fun¢des sdo resumidas a seguir.
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Runx?2

O Runx2 ¢ o marcador mais precoce de diferenciacdo osteoblastica. Esse
marcador apresenta altas taxas de expressao nos osteoblastos durante o
desenvolvimento embrionario € mesmo depois do nascimento[31].

Esse fator foi identificado, em parte, por sua sensibilidade em controlar a
osteocalcina, ou seja, a expressao do Runx2 em células ndo osteoblasticas faz com
que essas c¢lulas expressem genes osteoblasto-especificos incluindo o da
osteocalcina. A hiperexpressao do Runx? induz a produgcdo de marcadores
fenotipicos da linhagem osteoblastica como a fosfatase alcalina, coldgeno tipo I,

osteopontina e osteocalcina[32, 33].

Osteoprotegerina

A osteoprotegerina (OPG) pertence a superfamilia de receptores de TNF
(Tumoral Necrosis Factor) e ¢ considerada uma inibidora da osteoclastogénese. Sua
expressao ¢ observada nao somente no tecido 6sseo como também em cartilagens e
vasos. A OPG ¢ um regulador fisiologico de remodelagdo Ossea pois inibe a
diferenciagdo osteocléstica. Estudo de Bucay et al/, demonstrou que a dele¢ao de

OPG em ratos urémicos leva a osteoporose[32, 34].

Osteopontina

A osteopontina (OPN) pertence a familia das glicoproteinas fosforiladas que
contém sequéncias de acido poliaspartico e glutamico freqiientemente encontrado em
proteinas com alta afinidade mineral. A OPN participa da regulagdo do processo de

mineralizagdo, estimulando ou inibindo a formag¢ao de cristais de hidroxiapatita, de
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acordo com sua concentragdo. Além disso, regula a proliferacao celular e reabsorcao
Ossea.

Esta sialoproteina foi a primeira proteina ndo coldgena identificada na matriz
Ossea, bem como a primeira proteina induzida por transformacao celular. No tecido

osseo ¢ produzida pelos osteoblastos em diferentes estagios de sua maturagao[35].

Osteocalcina

A osteocalcina (OCN) e a proteina Gla da matriz (MGP) pertencem a uma
familia de proteinas com alta afinidade pelo calcio conhecida como proteinas Gla.
Sao ativadas formando residuos de glutamato que sofrem carboxilacdo na posigao y
levando a formacao do 4cido carboxiglutdmico (Gla). Esse processo ¢ dependente da
vitamina K e os residuos Gla sdo responsaveis pela fixagao do célcio nas proteinas. O
papel da osteocalcina ¢ altamente significante e seu excesso ou deficiéncia pode
causar alteracdes estruturais importantes na matriz 6ssea. Esta proteina participa da
regulacdo da atividade dos osteoclastos, de seus precursores, € pode determinar o

periodo entre a formagao e reabsor¢do do tecido 6sseo[35].

Colageno Tipo 1

A matriz extracelular dssea ¢ constituida por uma fase orgéanica e outra
inorganica. A fase organica ¢ rica em colageno tipo I (Col I) e proteinas ndo
colagenas como a fibronectina, a osteocalcina, sialoproteinas, proteoglicanos e
outros. Cerca de 90% da matriz organica ¢ constituida de fibras coladgenas

exclusivamente do tipo I.
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Varias substancias como citocinas, hormonios, vitaminas e fatores de
crescimento podem modificar a sintese do colageno pelos osteoblastos e/ ou
fibroblastos[35].

O colageno ¢ uma proteina estrutural que, dentre outras fungdes, serve de
molde para deposicdo mineral. Em situacdes onde a producdo de colageno ¢
deficiente, a deposicao mineral ¢ anormal, levando a diminui¢ao da massa Ossea e
fraturas[36]. Tracos de colageno do tipo III, V, X e FACIT também estdo presentes
na matriz 6ssea podendo regular o didmetro da fibra colagena[37].

Como citado anteriormente, fatores como a inflamagdo e a participagao de
proteinas, hormdnios, citocinas que medeiam esse processo, tem sido extensamente
investigados.

Recentemente Raines et al, estudando mecanismos inflamatorios sugeriram
que esses processos estimulados principalmente, pela deposicdo de minerais no
tecido vascular, ativa uma série de fatores e entre eles o fator nuclear kB (NFxB). O
NF«B ¢ um fator transcricional que faz parte de um complexo de proteinas, ativadas
pela inflamagdo e stress celular e participa da regulacdo de centenas de genes e
diferentes programas transcricionais. Trabalhos in vitro e in vivo evidenciam sua
importancia na regulacao da expressao de genes da célula muscular lisa e de fungdes
celulares apos determinadas lesdes. Pouco se conhece sobre sua participacdo nas
alteracoes vasculares da DRC[38].

Em virtude das associacoes entre HPT2, distarbios dos ions divalentes e
maior mortalidade por DCV, se postula mudancas na forma atual de tratar o

HPT2[19, 39].
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De um lado, sabe-se que os niveis de PTH elevados (ao redor de 200pg/mL.)

sd0 necessarios para manter a remodelagdo Ossea dentro do normal e que niveis
reduzidos desse hormoénio favorecem o desenvolvimento de doenca adinamica. De
outro, valores de PTH dentro da normalidade (60pg/mL) parecem ser mais
adequados para o aparelho cardiovascular.
Até o momento, somente um trabalho avaliou a acdo do fosforo simultaneamente na
remodelagdo 6ssea e no tecido cardiovascular. Nele Neves et a/ demonstraram que
os animais desenvolveram hiperfosfatemia marcante, sem calcificacdo vascular,
porém com diminui¢ao do volume dsseo e piora da funcao renal[40]. Numa segunda
etapa, utilizando este mesmo modelo, porém com reposicao de PTH em altas doses,
demonstraram que animais tratados com dieta rica em fosforo apresentavam
calcificagdo vascular severa na camada média da aorta, lembrando o modelo de
calcificagdo de Monckberg[41].

Neste estudo pretendemos analisar, além da remodelacao Ossea, as alteracdes
histoldgicas e génicas do tecido cardiovascular de ratos nefrectomizados, mantidos
com niveis fisiologicos ou elevados de PTH e alimentados com dieta rica e pobre em
fosforo, buscando um paralelo adequado entre os valores séricos de fosforo e PTH
para que se mantenha a remodelacdo Ossea dentro de padrdes adequados sem

prejuizos para o sistema vascular.
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2. Objetivo

Analisar o tecido o6sseo e cardiovascular de ratos urémicos
paratireoidectomizados alimentados com dietas rica e pobre em fosforo e mantidos

com diferentes niveis séricos de PTH.

Mais especificamente, os objetivos do presente estudo sdo:

1. Analisar a remodelagao ossea através da histomorfometria;

2. Analisar a expressdo de proteinas possivelmente envolvidas no

processo de calcificacdo de tecidos extra-0sseos através de imuno-

histoquimica;

3. Investigar e quantificar a expressdo génica dessas proteinas no tecido

cardiovascular através de RT-PCR;.
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3. Materiais e Métodos

3.1. - Selecao de Animais

Utilizamos ratos Wistar machos adultos com peso entre 280 a 320g
aclimatados durante uma semana no biotério e alojados em gaiolas individuais com
livre acesso a agua e dieta controle (Harlan-Teklad, Madison-WI, EUA). A
composi¢ao da dieta foi de 0,7% de fosforo, 0,7% de célcio e 25% de proteina. O
ciclo sono-vigilia foi respeitado com periodos iguais de iluminacao (12h escuro, 12h

claro).

3.2. - Paratireoidectomia (PTX)

Os animais foram anestesiados com pentobarbital (50mg/Kg de peso) por via
intra peritoneal (ip), para realizagdo da PTX. Foi feita incisdo cervical anterior com
exposicdo da traquéia e tiredide. As paratiredides foram cauterizadas com bisturi
elétrico, preservando-se a tiredide. A incisdo foi fechada com fio de algoddo 4-0 e
aplicado uma dose de penicilina benzatina (100.000Ui/Kg intra muscular). Os
animais controle foram submetidos a anestesia com exposicao da traquéia e tiredide e

receberam a mesma dose de antibiotico.

3.3. - Nefrectomia 5/6 (Nx) e Implante de Mini-bomba osmética
Os animais se recuperaram por uma semana ¢ em seguida receberam dieta

controle (15 a 20g/dia) com sistema pair- feeding.
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Para realizagdo da nefrectomia os animais foram anestesiados com
pentobarbital (50mg/Kg) ip. Foi efetuada coleta de sangue para determinagao
imediata do célcio (Ca) a utilizando-se Analisador de eletrolitos AVL-9140. A
eficacia da paratireoidectomia foi confirmada pelo valor de calcio (£ 7,5 mg/dL).
Estes animais foram mantidos no estudo e submetidos a ablagao renal, com implante
de mini bomba osmotica para infusdo intermitente de PTH.

Para a ablagdo foi feita tricotomia na face anterior do abdomen seguida de
laparotomia com exposi¢ao do rim esquerdo e ligadura de dois a trés ramos da artéria
renal esquerda. A seguir, foi realizada nefrectomia total do rim direito. A incisdo foi
fechada por planos (muscular e peritonio parietal com fio categute cromado 4-0) e a
pele com fio algoddo 4-0. Outra incisdo foi feita na regido interescapular para
implante de mini-bomba osmética (Alzet 2mL) que liberou continuamente PTH
sintético de rato (fragmento 1-34). Essa incisdo foi fechada com fio de algodao 4-0.
Foi aplicada uma dose de penicilina benzatina (100.000Ui/Kg, i.m.). Os animais
controle (Sham) foram submetidos a laparotomia com manipulagdo do hilo renal e

implante de mini-bomba osmotica contendo veiculo.

3.4. — Dietas empregadas e grupos estudados
Apo6s o periodo de recuperagdo cirargica, foi oferecida dieta para os ratos
com distintas concentracdes de fosforo: dieta rica em fosforo [1,2%], dieta pobre em
fosforo [0,2%] de acordo com o grupo estudado. Foi adotado sistema pair feeding.
A seguir descrevemos esquematicamente a distribui¢do dos sete grupos de

animais estudados:
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PTX
[ 1
Nx 5/6 + Mini-bomba Nx 5/6 + Mini-bomba
1-34 rat PTH (0,022 pg/100g/h) 1-34 rat PTH (0,11 pg/100g/h)
I 1
Dieta rP Dleta pP Dleta rP Dieta pP
1.2 % 0, 2 % 1,2 % 0,2 %
n=38 n=7 n=9
Sham PTX}
Sham Nx 5/6 + Mini-bomba
Veiculo
I
|
Dleta rP Dieta pP Dieta
2 % 0,2 % controle
n=8 n==8

Sham-pP
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3.5. - Troca da mini-bomba osmética

A troca da mini bomba foi necessaria, pois a durabilidade da mesma ¢ de 28
dias. A mini-bomba foi substituida por outra capaz de manter a mesma taxa de
infusdo do PTH no 29° dia poés-implante. Para tanto o animal foi levemente

anestesiado com éter.

3.6 - Obtencdo e processamento de amostra para avaliacio bioquimica,
histoldégica e génica
Findo o periodo do experimento (8 semanas) os animais foram sacrificados

apos anestesia com pentobarbital (50mg/Kg) via ip.

3.6.1 — Bioquimica

Os animais foram submetidos a coleta de sangue através de puncao adrtica. O
material foi centrifugado e o soro aliqliotado e armazenado em freezer -20°C. A
concentracdo de calcio foi avaliada com Analisador de eletrélitos AVL-9140, o
fosforo por método colorimétrico Labtest (Lagoa Santa, MG/BR), a Creatinina (Cr)
com método colorimétrico Heinegard-Tiderstrom modificado ¢ o PTH através de

radioimunoensaio (rat PTH IRMA kit -Immutopics San Clemente, CA, EUA).

3.6.2 - Histologia
Fragmentos do corag¢do, um pequeno segmento da aorta, os dois fémures, uma

tibia e segmentos do esterno foram coletadas e processadas.
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3.6.2.1 — Preparo das amostras para avaliacio histologica — Histoquimica

com método de Von Kossa

Os fragmentos de coragdo e aorta destinados a avaliacdo histologica foram
fixados em formaldeido a 4% e embebidos em parafina. Cortes de fragmentos de
espessura de 5 um foram corados utilizando-se a Coloragdo de Von Kossa e

analisados em microscépio de luz.

3.6.2.2 — Preparo e avaliacao do tecido dsseo nao descalcificado

3.6.2.2.a — Preparo e emblocamento do tecido 6sseo nio descalcificado em

resina

Efetuamos a marcacdo com tetraciclina na dose de 25 a 30mg/Kg via injecao
ip nos dias 119 12% ¢ 42 5% respectivamente, que antecederam a data do sacrificio
dos animais. Foram separados os fémures e o tecido foi avaliado sem descalcificagdo
prévia, apos inclusdo conforme a técnica descrita abaixo.

Os fragmentos foram fixados em Etanol 70 % e processados conforme as

seguintes etapas:

a) permanéncia no Etanol a 70% por 7 dias.

b) permanéncia no Etanol a 100% por 7 dias.

¢) permanéncia no Tolueno por 1 dia.

d) permanéncia na solu¢do A (metilmetacrilato 75% + dibutilftalato 25%) por 7 dias.
e) permanéncia na solucdo A + peroxido de benzoila a 1% por 7 dias.

f) permanéncia na solu¢do A + peroxido de benzoila a 2.0% por 7 dias.

g) transferéncia do fragmento, para um frasco molde em solugdo a 2%, para uma

estufa a 37°C, por 24 horas, até a polimerizagdo do metacrilato.
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h) de cada bloco foram obtidos 12 cortes histoldgicos de 5 pum distribuidos em 6
laminas com dois cortes em cada uma, corados com Azul de Toluidina 0,1% (pH 6.4)
para andlise histologica. Foram obtidos também 2 cortes histologicos de 10 um,
distribuidos em 2 laminas, com um corte em cada uma, nao corados, para a analise
das marcagdes pela tetraciclina, empregando-se uma fonte de luz ultravioleta. Todos
os cortes foram obtidos em micrétomo de impacto Policut S (Leica, Alemanha) e

com navalha de tungsténio tipo D.

3.6.2.2.b — Histomorfometria 0ssea

Na realizagao da histomorfometria dssea, utilizou-se microscopio (Nikon,
Labophot-2A), cursor, placa digitalizadora e o software Osteomeasure
(Osteometrics, Inc, Atlanta, EUA).

Os parametros histomorfométricos foram divididos em estaticos, estruturais e
dinamicos e seguiram a nomenclatura padronizada pela American Society of Bone

and Mineral Research, traduzida para o portugués, com exce¢ao das abreviagoes[42].

3.6.2.3 — Preparo e avaliacdo por imuno-histoquimica do tecido dsseo nao

descalcificado, cardiaco e vascular

3.6.2.3.a — Preparo e microtomia

O esterno, coracdo e aorta foram divididos em segmentos menores (=
0,5cm”), imediatamente criopreservados em base de cortica montados na orientago
desejada com meio de congelamento 7issue Tek e imersos lentamente em nitrogénio
liquido por 30 segundos. Em seguida foram acondicionados em freezer —80°C onde

permaneceram até o momento da obtenc¢ao dos cortes no criostato.



Materiais e Métodos 19

3.6.2.3.b — Imuno-histoquimica pelo método HorseradishImunoperoxidase

A detecgdo de proteinas que participam da mineralizagdo éOssea e que
potencialmente estivessem presentes no tecido cardiaco e vascular se fez por imuno-
histoquimica.

Optamos pela técnica de avidina/biotina HRP (horseradish peroxidase
complex). Apos a retirada dos cortes histologicos do freezer —80°C, realizamos
bloqueio da peroxidase enddogena com uma solugdo de perdxido de hidrogénio e
alcool metilico a 1% por 30 minutos. Em seguida, bloqueamos com avidina seguido
pelo bloqueio da biotina por 15 minutos (Kit Biotin Blocking System, DAKO
Corporation, CA, EUA). Apds este procedimento, foi feito o bloqueio inespecifico
com soro ndo imune de cavalo, na diluicdo 1:20 durante 30 minutos, em seguida
empregamos 0s anticorpos primarios.

A seguir os cortes foram incubados com o anticorpo primario, em camara

umida a 4°C, por periodo e diluicao determinados previamente (tabela 1).

Tabela 1. Relacdo dos anticorpos, diluicio e tempo de incubac¢do utilizados na imuno-
histoquimica

. o Tempo de

Anticorpo Diluicao incubacio
Anti-PEBP20.A policlonal feito em cabra 1:50 1 hora
(Cbfal — S19, Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
Anti-Osteoprotegerina policlonal feito em cabra 1:20 Overnight (ON)
(OPG — N20, Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
Anti-Osteopontina policlonal feito em cabra 1:50 1 hora
(OPN — P18, Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
Anti-Osteocalcina policlonal feito em cabra 1:50 1 hora
(OCN - V19, Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
Anti-Colageno Tipo I policlonal feito em cabra 1:50 1 hora
(Col I - M19, Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
Anti-NFkB p65 (A) policlonal feito em coelho 1:50 ON

(Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
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Apo6s lavagem, os cortes foram incubados com o anticorpo secundario (anti-
IgG de cabra biotinilado, feito em cavalo, na diluicdo de 1:1000 para os anticorpos
anti-OPG, Col I, Runx2, OCN, OPN e anti-IgG de coelho biotinilado, feito em
cavalo, para o anticorpo anti-NFxB) por 45 minutos. Como ultima etapa, as laminas
foram incubadas com o complexo avidina/biotina HRP (StreptABComplex/HRP,
DAKO Corporation, CA, EUA) por 30 minutos.

A revelacdo para os cortes foi efetuada com diaminobenzina — DAB (DAKO
Corporation, CA, EUA) ou com 3 amino-9 ethyl-carbazol — AEC (Sigma Chemical
Co, Sto Louis, EUA). As revelagdes por AEC e DAB foram acompanhadas ao
microscopio e, em seguida, interrompidas com fosfato tamponado (PBS). As
lavagens foram sempre realizadas com PBS.

Os cortes foram contracorados com Hemalumbre de Mayer por cerca de 1
minuto e as laminas montadas com glicergel (Merck, Hohenbrunn, Alemanha) e

analisados em microscopio optico.

3.6.3 - Avaliacio de Expressao Génica

Para extracdo de RNA e posterior realizacdo do transcriptase reversa e reagao
em cadeia da polimerase (RT-PCR) os fragmentos de coragdo e aorta foram lavados
com PBS em dgua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC - Sigma Chemical Co, Sto
Louis, EUA), colocados em tubos de criogenia, mergulhados em nitrogénio liquido

por 30 segundos e, imediatamente estocados em freezer —80°C.
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3.6.3.1 - Extraciao de RNA total

A extracao de RNA total dos tecidos se fez através do método de tiocianato
de guanidina adaptado.

Para as solugdes de extracdo de RNA utilizamos com agua purificada pelo
sistema Milli-Q (Millipore, Milli-Q Element A10 System, Massachusetts, EUA) e
tratada com 0,1% DEPC (Sigma Chemical Co, Sto Louis, EUA). Essa solugdo
permaneceu em temperatura ambiente ON, sendo autoclavada (121°C por 20
minutos) no dia seguinte.

Para a extracdo de RNA total utilizamos uma solucao de extracdo composta
de: 14,2g de tiocianato de guanidina (Sigma Chemical Co, Sto Louis, EUA)
dissolvidos em agua até o volume de 29mL. Acrescentamos 1mL de citrato de sédio
0,75 M (Sigma Chemical Co, Sto Louis, EUA) pH=7,0. Dez mililitros desta solu¢do
foram misturados com 10mL de fenol:agua 3,75:1 (Gibco BRL, Rockville, EUA),
mais ImL de acetato de sdédio 2M (Sigma Chemical Co, Sto Louis, EUA) pH=4,0,
mais 151uL de B-mercaptoetanol (Sigma Chemical Co, Sto Louis, EUA).

Cada fragmento dos diferentes 6rgdos analisados foram retirados do freezer —
80°C e imediatamente imersos em 1,5mL de solucdo de extragdo. Os tecidos foram
homogenizados com dispersador de tecidos (IKA — Labortechnik Ultra Turrax T25
Janke & Kunkel, Alemanha). Ao homogenato adicionamos 150uL de
cloroféormio/alcool isoamilico 24:1 (Merck, Darmstadt, Alemanha) seguido de
agitacdo durante 10 segundos. O homogenato foi mantido em gelo por 30 minutos e
centrifugado a 12.000g, 4°C por 20 minutos. A fase superior, contendo o RNA foi

transferida para um tubo de 2mL com o mesmo volume de isopropanol gelado
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(Sigma Chemical Co, Sto Louis, EUA). As amostras foram mantidas a —20°C por um
periodo ON.

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 12.000g durante 10
minutos e o precipitado de RNAm ressuspendido com ImL de etanol 70% (Merck,
Darmstadt, Alemanha). Seguiu-se nova centrifugacao a 12.000g por 10 minutos. Este
procedimento foi repetido por mais uma vez e, por ultimo, o RNAm foi eluido com
50pL de 4gua DEPC.

A quantificagdo do RNA se fez em espectrofotometro (HITACHI U-2000,
Pleasanton, EUA), medindo-se a densidade optica (DO) nos comprimentos de onda
260 e 280nm. A concentragio de RNA foi expressa em pg/mL, a partir da
absorbancia a 260nm. A leitura de 1 DO corresponde a uma solu¢ao pura de RNA
em fita-simples na concentragao de 40ug/mL. A leitura a 280nm foi utilizada para
determinar se a contaminacdo das amostras por proteinas, uma vez que aminoacidos
aromaticos, especialmente residuos de triptofano absorvem (no maximo) luz a
280nm. A andlise final foi obtida de razdo entre as absorbancias a 260 ¢ 280nm e o
valor aceitavel foi de 1,7 a 2,0. A concentragdo de RNA foi calculada pela formula:

Concentracao (ug/pl)= DOyg x diluicdo (quando houver) x 0,040 pug/ul (fator
de conversao)

A integridade das moléculas de RNA foi conferida através de eletroforese em
gel de agarose (Sigma Chemical Co, Sto Louis, EUA) 1,5%, em tampao MOPS 5%
(acido morfolino propano sulfénico 0,02M [Sigma Chemical Co, Sto Louis, EUA],
acetato de sodio SmM [Sigma Chemical Co, Sto Louis, EUA] ¢ EDTA 0,5mM

[Sigma Chemical Co, Sto Louis, EUA]) pH=7,0. As amostras foram consideradas
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adequadas quando eram visualizadas, pelo menos, duas bandas distintas para cada

amostra, referentes as subunidades 18S e 28S do RNA ribossomal.

3.6.3.2 - Reacio de transcriptase reversa (RT)

A expressao génica do Runx2 e da Osteocalcina na aorta € no coragao foi
realizada pelo método de RT-PCR conforme descrito por Katwa, et al[43]. Os
diversos reagentes utilizados descritos a seguir foram adquiridos da empresa
Labtrade, Brasil.

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada através da reagdo de
RT utilizando-se a enzima RT ImProm II (Promega, Brasil). O protocolo para a
sintese de cDNA foi dividido em trés fases; sendo a primeira, a fase de desnaturagao,
onde 1 pg de RNA total foi colocado em tubo livre de RNase e DNase. Adicionamos
1 pL de oligo deoxirribonucleotideo T (oligo dT) 150 ng/mL e completou-se o
volume com dgua DEPC para 5 puL. Os tubos foram colocados em termociclador
(PTC-200, MJ Research, Inc., EUA) e incubados a 70°C por 5 minutos.

Na segunda fase, conhecida como fase de anelamento, preparamos uma
solugdo constituida por 4 pL de tampao de reagdo 5X; 1 uL de ANTP [2’-
Deoxinucleotideo 5’-trifosfato] (10 mM); 2,4 uL de cloreto de magnésio (25 mM);
6,6 uL de é4gua Milli-Q autoclavada e 1 pL de Improm II. Essa solug¢do foi
adicionada as amostras e levadas ao termociclador utilizando um programa de 25°C
por 5 minutos e depois 60 minutos a 42°C. Na ultima fase ocorre a inativagao da
transcriptase reversa por aquecimento a 70°C por 15 minutos. As amostras foram

armazenadas em freezer a -20°C.
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3.6.3.3 - Reacio de polimerase em cadeia (PCR)

Uma aliquota de 1 uL de cDNA foi transferida para tubo livre de RNase e
DNase onde realizamos a reacdo de PCR. Preparou-se uma solucdo de reagdo
contendo em cada tubo 2,5 pL de tampao PCR 10X [100 mM Tris HCI pH 8,5 e 500
mM KCl]; 0,75 puL de cloreto de magnésio (50 mM); 0,5 uL de ANTP (10 mM); 3 uL
de primer sense (5 pMol/ uL — Invitrogen Life Technologies, Brasil); 3 uL de primer
antisense (5 pMol/ uL- Invitrogen Life Technologies, Brasil); 0,4 uL. de Taq DNA
polimerase; 2,5 uL de dimetilsulfoxido (DMSO) e 11,35 uL de 4gua Milli-Q. A
solucao foi homogeneizada em vortex e adicionada ao tubo contendo amostra de
cDNA. Em seguida foram colocadas no termociclador.

Os produtos da reacdo de PCR foram analisados em gel de agarose 2%
contendo brometo de etidio usando um DNA ladder de 100 pares de base (Invitrogen
Life Technologies, Brasil). Rotineiramente fizemos um controle negativo omitindo
apenas o cDNA da reagdo de PCR. As bandas foram semiquantificadas usando o
software Alpha Imager™ 1220 version 5.5 (Alpha Innotech Corporation, EUA) e
comparadas com a expressao génica da B-actina, expressa como valor de densidade
integrada (IDV/ B-actina).

As quantidades de cDNA, temperatura de anelamento e numero de ciclos
usados no PCR das amostras da aorta e do cora¢io estio descritas na tabela 2. E
importante ressaltar que a temperatura de anelamento ¢ especifica do gene (primer) e

o numero de ciclos ¢ diferente para 0 mesmo gene, variando conforme o tecido.
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Tabela 2: Quantidade de cDNA, seqiiéncia dos primers, tamanho da gene e temperatura de
anelamento

Temp.
Gene Seqiiéncia dos primers Tamanho (pb)
anelamento

B-actina (as) 5 TAC TCC TGC TTG CTG ATC CAC AT -3" 331 57,2°C
(3ug) (s) 5" TAT GCC AAC ACA GTG CTG TCT GG - 3°
Runx2 (as) 5’GTA GTG AGT GGT GGC GGA CAT-3° 110 57°C
(Bpg) (s) 5 CCT CAC TGA GAG CCGCTT CT -3°
Osteocalcina (as) 5’GGA AGC CAA TGT GGT CCG CTA-3" 310 60°C

Bug) (s) 5"GGT GCA AAG CCC AGC GACTCT -3°
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4. Analise Estatistica

A andlise dos resultados foi obtida com o programa estatistico GraphPad
Prism V.201. Os dados estdo expressos em média + erro padrao (Média =+ EP) para as
variaveis com distribui¢do normal e mediana (minimo; maximo) para as demais

variaveis. Consideram-se valores estatisticamente significativos de p<0,05.
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5. Resultados

Estudamos 53 ratos Wistar machos com peso inicial ao redor de 300g
completando os grupos propostos no protocolo original. A duragdo média dos

experimentos foi de 52 dias.

5.1. - Consumo da dieta

O peso dos animais no inicio do experimento foi semelhante. Houve ganho de
peso no transcorrer do estudo, chamando atencdo que, mesmo com o uso do pair
feeding, os animais do grupo Nx PTHe-rP apresentaram menor ingestdo de dieta e,

portanto, peso menor que os demais (tabela 3).

Tabela 3. Peso inicial, final e ingestio de dieta dos animais dos grupos estudados

Sham-rP  Nx PTHn-rP Nx PTHe-rP  Sham-pP Nx PTHn-pP Nx PTHe-pP Sham-c

@) (b) (©) @ (e) ® (€]
Peso inicio 311,1 322,0 336,43 310,3 307,9 307,44 343,80
(2) +£13.2 £10,0 +8,46 £10,5 £11,8 £6,18 +£6,31
Peso final 397,9% 352,3 340,1 432,3# 416,9" 305,9 415,20§
(g) +8,82 +16,82 +20,77 +13,02 +12,29 +7,26 +3,02
Ingestio 17,53 15,77 11,89 17,59 17,19 12,28 16,40
(g/d) +0,40 +0,38 +0,86 +0,47 +0,54 +0,29 +0,15

p<0,05:*avsf;#dvsb,c,f;+evsb,f,c;§gvsc,f
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5.2. - Avaliacio bioquimica

Os animais dos grupos Nx PTHn-rP e Nx PTHe-rP apresentaram
hipocalcemia e hiperfosfatemia significativas quando comparados aos demais
grupos.

A creatinina sérica (Cr) foi maior nos grupos nefrectomizados, com excecao
do grupo Nx PTHn-pP, que manteve os niveis de creatinina proximo de seu controle
(Sham-pP).

A concentragdo sérica de PTH foi proporcional a concentracdo de PTH
infundida. Com relagdo aos grupos sham, os animais alimentados com dieta rica em

fosforo (Sham-rP) apresentaram niveis mais elevados de paratormoénio (tabela 4).

Tabela 4. Parimetros bioquimicos

Sham-rP Nx PTHn-rP Nx PTHe-rP Sham-pP Nx PTHn-pP Nx PTHe-pP Sham-c¢
(2) (b) (c) (d) (e) ® (8

Cai 1,237 0,617 0,58" 1,22 1,19 1,44% 1,16
(mmol/L) +0,07 +0,05 +0,09 +0,05 +£0,05 +0,08 +0,02
P 4,95 15,71* 13,56 4,43 5,59 5,04 6,0
(mg/dL) +0,33 +2,56 +2,03 +0,39 +0,48 £0,58 +0,7
Cr 0,46 1,09& 1,08" 0,32 0,56Q 1,02° 0,37
(mg/dL) +0,03 £0,15 +0,25 +0,01 +0,04 +0,11 +0,02
PTHi 135,9 86,8 380,0‘1) 10,5 114,9 249,64 ™ 54,7
(pg/mL) £28.6 +20,3 +66,6 +2,8 +28,1 +452 £16,9

p <0,05: “avsb,c; #bvsd,e,f,g; Tcvsd, e, f,g; §fvsg; *bvsd,a;fcvsa,d;
“bvsa,d,e, g Ycvsa d g “evsd g “fvsadoeg; %cvsab,d e, g
"fvsb,d, g

5.3. - Analise Histologica

5.3.1. — Calcificacao Cardiovascular

No momento do sacrificio os animais dos grupos Nx PTHe-pP ¢ Nx PTHe-rP
apresentaram ao exame macroscopico aorta endurecida, calcificada, com aspecto

conhecido como “traquéia de passarinho”. Os cortes histologicos corados por Von



Resultados 29

Kossa demonstraram calcificagdo da camada média dessas aortas (figura 2). Quanto
ao tecido cardiaco detectamos, pela mesma coloragdo, calcificacdo em vasos de
calibre médio (figura 3). Nao detectamos calcificagdes em aorta ou tecido cardiaco

dos animais dos demais grupos.

r

T 5 3 I'."

Figura 2. Fragmento de tecido Figura 3. Fragmento de tecido
vascular (artéria aorta). Coloragdo cardiaco. Coloragdo Von Kossa (40x)
Von Kossa (40x)

5.3.2. — Histomorfometria Ossea

As figuras 4, 5 e 6 demonstram os resultados dos parametros estruturais dos
animais Sham e nefrectomizados.

Os animais que ingeriram dieta rica em fosforo, Sham-rP, Nx PTHn-rP e Nx
PTHe-rP, apresentaram reducdo do volume trabecular (BV/TV), menor espessura
(Tb.Th) e menor namero (Tb.N) de trabéculas que os animais alimentados com dieta
pobre em fosforo.

Nas tabela 5 estdo descritos os pardmetros de formagao dssea. Os animais
nefrectomizados que ingeriram dieta rica em fosforo e elevada infusdo de PTH (Nx
PTHe-rP) apresentaram menor superficie ostedide (OS/BS) assim como menor
nimero de osteoblastos por perimetro (N.Ob/B.Pm) que os animais do grupo Nx

PTHe-pP.
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Os parametros de reabsorcao estao descritos na tabela 6. Animais com PTH
elevado apresentaram maior superficie de reabsorcao (ES/BS) que os demais grupos.

Quanto aos parametros dindmicos, a superficie mineralizante (MS/BS), a taxa
de aposicao mineral (MAR) e a taxa de formagao o6ssea (BFR/BS) foram maiores nos

animais nefrectomizados quando comparados com os grupos Sham (tabela 7).
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Figura 4. Volume trabecular (BV/TV) dos animais de todos os grupos
p<0,05: *avsd,g **fvsb,c,e *bvsc,e
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Figura 5. Espessura Trabecular (Tb.Th) dos animais de todos os grupos
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Figura 6. Numero de trabéculas (Tb.N) dos animais de todos os grupos
p<0,05:%fvsb,c,e, “cvse,f “bvse
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Tabela 5: Analise histomorfométrica de parametros de formacéio (fémur distal)

Sham-rP  Nx PTHn-rP Nx PTHe-rP  Sham-pP Nx PTHn-pP Nx PTHe-pP Sham-c¢
(a) (b) (c) (d) () ) (8

O.th 2,15° 3,16 2,66 1,73¢° 2,11 3,40 1,63°
(pm) +0,09 +0,68 +0,34 +0,22 +0,20 40,25 40,21
OS/BS 6,70 16,97 29,86" 5,46 11,09 44 65* 3,84
(%0) +1,93 +4,35 +4.,49 +1,37 +1,66 +2,08 +0,67
N.Ob/B.P. 3,27 5,76 16,67¢ 2,85 4,58 29,8° 1,65
(/mm) +1,20 +1,87 +3.55 +0,46 +0.98 +1,7 +0,29

Oth: espessura ostedide; OS/BS: superficie ostedide; N.Ob/B.P.: densidade da superficie osteoblastica
p<005:“avsc “dvsb,c,f ‘gvsbc,e,f “cvsdef *fvsab de ‘cvsa, b.e;

Sfvsa,b, c.e

Tabela 6: Analise histomorfométrica de parametros de reabsorc¢io (fémur distal)

Sham-rP Nx PTHn-rP Nx PTHe-rP Sham-pP Nx PTHn-pP Nx PTHe-pP Sham-c¢
(2) (b) (c) (d) (e) ® (8

ES/BS 11,85 13,96 24,97* 10,37 13,96 22.81° 8,89
(%) 2,20 +1,95 +1,85 +1,44 +2,0 +12,48 4,71
N.Oc¢/B.P 1,40 1,19 2,63 1,34 1,41 1,91 1,04
(/mm) 0,21 0,23 0,21 0,24 +0,28 40,33 0,28

ES/BS: superficie de reabsorgdo; N.Oc/B.Pm: densidade da superficie osteoclastica
p<0,05:*cvsa,b,d,e,g fvsdeg “fvsd, e

Tabela 7: Analise histomorfométrica de paridmetros dinimicos (fémur distal)

Sham-rP  Nx PTHn-rP Nx PTHe-rP  Sham-pP Nx PTHn-pP Nx PTHe-pP Sham-c
(2) (b) (©) (d) (e) 3 (8

MS/BS 3,59 5,8 4,11 3,09 4.47 3,93 3,55
(%) +0,66 +1,19 +0,84 +0,56 +0,34 +0,58 +0,43
MAR 0,76 1,16 1,15 0,78 1,17 0,91 0,78
(%) +0,09 40,13 40,31 +0,05 40,19 40,31 40,11
BFR/BS 0,025 0,07* 0,05 0,02 0,05 0,04 0,02
um’/um’/dia +0,008 +0,02 +0,01 +0,005 +0,006 +0,01 +0,002
MLT 6,4 12,01 41,92° 6,28 4,34 59,99° 2,53
(dias) +1,17 +5,10 +19,49 +1,82 +0,59 122,72 +0,56

MS/BS: superficie mineralizante; MAR: taxa de aposicdo mineral; BFR/BS: taxa de formagao;
MLT: intervalo de tempo para mineralizagao
p<0,05:*bvsa,d,g ‘*cvsb,e; °fvsa, be



Resultados 33

5.3.3. — Imuno-histoquimica
A tabela 8 resume os resultados da andlise qualitativa da expressdo das

proteinas Col I, OPG, Runx2, OCN, OPN e NF«B na aorta e coragdo dos diferentes

grupos estudados.

Tabela 8. Expressiao das proteinas Col I, OPG, Runx2, OCN, OPN e NFxB no coracio e aorta

Sham-rP  Nx PTHn-rP Nx PTHe-rP  Sham-pP Nx PTHn-pP Nx PTHe-pP Sham-c
(2) (b) (©) (d) (e) ) )

Coll -a/+c -a/tc +a/+c -a/tc -a/tc +a/+c +a/t+c
OPG -a/+c -a/tc +a/+c -a/tc -a/tc +a/+c +a/-c
Runx2 -a/-c +a/-c +a/-c -a/-c -a/-c +a/-c -a/-c

OCN -a/-c -a/-c -a/-c -a/-c -a/-c -a/-c -a/-c

OPN -a/-c -a/-c -a/-c -a/-c -a/-c -a/-c -a/-c

NFxB -a/-c -a/-c +a/tc -a/-c -a/-c +a/+c -a/-c

+ = marcag¢do positiva, - = marca¢do negativa; a=aorta, c=corac¢ao

As figuras (7, 8 e 9) sdo controles negativos das reacdes de imuno-
histoquimicas.

As proteinas Col I, OPG, Runx2, OCN, OPN s3o constitutivas do tecido
0sseo e foram utilizadas como controle positivo do método (figuras 10, 11, 12, 13, 14
e 15).

Na aorta o Col I foi detectado na camada adventicia de todos os grupos.
Porém, nos grupos Nx PTHe-rP e Nx PTHe-pP que cursaram com intensa
calcificacdo, a expressdo dessa proteina foi também evidenciada na camada média
(figuras 16, 17, 18 e 19).

O Col I expressou-se esparsamente em regides proximas a vasos de diferentes
calibres no coracdo dos animais de todos os grupos. Porém, nos animais dos grupos
Nx PTHe-rP e Nx PTHe-pP, essa proteina foi evidenciada em vasos de médio calibre

e em areas com fibrose (figuras 20, 21, 22 e 23).
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A OPG foi detectada em células da camada adventicia de aorta em todos os
grupos. Também encontramos OPG em células endoteliais de vasos do tecido
cardiaco de todos os grupos, exceto o Sham-c (figuras 24, 25 e 26). Nos animais dos
grupos Nx PTHe-rP e Nx PTHe-pP, que cursaram com calcificagdo da aorta, essa
proteina também foi encontrada na camada média (figuras 27, 28 e 29).

A expressao do Runx?2 foi observada em células da limitante elastica interna e
na camada média do vaso nos animais do grupo Nx PTHn-rP (figuras 30, 31 e 32).
Nos animais com calcificacdo da aorta, ou seja, Nx PTHe-pP e Nx PTHe-rP, a
expressao dessa proteina foi intensa nessas areas (figuras 33, 34 e 35).

A expressao de NFkB foi positiva na aorta (camada média e adventicia) e no
coragdo (células perivasculares) unicamente nos animais que cursaram com
calcificacdo (figuras 36 e 37).

As expressdes de osteocalcina e de osteopontina foram negativas tanto na

aorta como no coragao de todos os animais.
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Figura 10. Fragmento de tecido dsseo
(esterno) ndo descalcificado. Expressao
de Colageno Tipo I, inidicada pela seta,
no osteodide (400x) - AEC

0sso mineralizado

Figura 12. Fragmento de tecido 6sseo ndo
descalcificado (esterno). Expressdo de OPG
indicada pela seta no periosteo (400x) -
AEC

Figura 14. Fragmento de tecido dsseo ndo
descalcificado (esterno). Expressdo de
OCN no periodsteo (400x) - DAB

Figura 11. Fragmento de tecido Osseo
(esterno) ndo descalcificado. Expressdo
de Colageno Tipo I, indicada pelas setas
na matriz ostedide (400x) - AEC

Figura 13. Fragmento de tecido 6sseo
ndo descalcificado (esterno).
Expressio de Runx2 no peridsteo
(400x) - DAB

Figura 15. Fragmento de tecido dsseo nio
descalcificado (esterno). Expressio de
OPN no periosteo (400x) - AEC



Figura 16. Fragmento de tecido
vascular (artéria aorta). Expressdo de
Colageno Tipo I, indicada pela seta,
na camada adventicia (40x) - AEC

Figura 18. Fragmento de tecido
vascular (artéria aorta). Expressdo de
Colageno Tipo I, indicada pela seta,
na camada média (200x) - AEC

Figura 17. Fragmento de tecido
vascular (artéria aorta). Expressdo de
Colageno Tipo I na camada média
(400x) - AEC

Figura 19. Fragmento de tecido
vascular (artéria aorta). Expressdo de
Colageno Tipo I, indicada pela seta,
na camada média (400x) - AEC
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Figura 20. Fragmento de tecido
cardiaco. Expressdo de Colageno Tipo
I indicada pelas setas, na matriz extra-
celular (400x) - AEC

Figura 21. Fragmento de tecido
cardiaco. Expressdo de Colageno Tipo
I em células perivasculares (400x) -
DAB
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Figura 22. Fragmento de tecido
cardiaco. Expressdo de Colageno Tipo
I indicada pela seta, em vaso (200x) -
AEC
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Figura 24. Fragmento de tecido
vascular(artéria aorta). Expressdo de
OPG indicada pela seta na camada
adventicia (400x) - AEC

Figura 26. Fragmento de tecido
cardiaco. Expressdo de OPG, indicada
pelas setas na parede de capilares
(400x) - AEC

Figura 23. Fragmento de tecido
cardiaco. Expressdo de Colageno Tipo
I indicada pela seta, em vaso e regides
de fibrose (400x) - AEC
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Figura 25. Fragmento de tecido
vascular (artéria aorta). Expressdo de
OPG na camada adventicia (400x) -
AEC

Figura 27. Fragmento de tecido
vascular (artéria aorta). Expressdo de
OPG na camada média em regido
calcificada (100x) - AEC
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Figura 28. Fragmento de tecido
vascular (artéria aorta). Expressdo de
OPG na camada média (400x) - AEC

limitante elastica
interna

Figura 30. Fragmento de tecido
vascular (artéria aorta). Expressdo de
Runx2 em células da limitante elastica
interna (1000x) - DAB

Figura 32. Fragmento de tecido
vascular (artéria aorta). Expressdo de
Runx2 em células da camada média e
limitante elastica interna (200x) -
DAB

Figura 29. Fragmento de tecido
vascular (artéria aorta). Expressdo de
OPG na camada média em regido
calcificada (400x) - AEC

Figura 31. Fragmento de tecido
vascular (artéria aorta). Expressdo de
Runx2 em células da camada média
(1000x) - DAB

Figura 33. Fragmento de tecido
vascular (artéria aorta). Expressdo de
Runx2 na camada média em regido
calcificada e limitante elastica interna
(400x) - AEC
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Figura 34. Fragmento de tecido
vascular (artéria aorta). Expressdo de
Runx2 na camada média em regido
calcificada e limitante elastica interna
(400x) - AEC

- . e Oy e
fras = % o AL 7L S
R By AT i '}, LS|

Figura 36. Fragmento de tecido
cardiaco. Expressio de NFxB em
vasos (400x) - AEC

Figura 35. Fragmento de tecido
vascular (artéria aorta). Expressdo de
Runx2 em células da camada média
(200x) - AEC

Figura 37. Fragmento de tecido
vascular (artéria aorta). Expressdo de
NF«B na camada adventicia (200x) -
AEC
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5.4. Avaliacdo de Expressio Génica

O RNA total (RNAt) foi obtido de fragmentos de aorta e coracdo dos
animais de todos os grupos.

A figura 38 mostra o resultado da eletroforese em gel de agarose revelando
que o RNAt das amostras estava integro e pudemos visualizar pelo menos, duas
bandas individualizadas de cada amostra, referentes as subunidades 18S e 28S do

RNA ribossomal.

28S »

18S

Figura 38. Eletroforese em gel de agarose do RNA
total extraido das amostras testadas.

Na figura 39 observamos o aumento da expressao de Runx2 e OCN nas aortas
de animais que apresentaram calcificagdo. Os graficos abaixo representam a
semiquantificacdo de RNAm para cada uma das proteinas estudadas (figura 40 e 41)

e a correlag@o positiva entre elas (figura 42).
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Sham-rP | NxPTHn-rP | NxPTHe-rP | Sham-pP | NxPTHn-pP | NxPTHe-pP | Sham-c
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Figura 39. Expressdo génica de Runx2 e OCN por RT-PCR
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Figura 40. Valor de densidade integrada de Runx2 corrigido pela B-actina
* p<0,05: NxPTHe-rP vs todos os outros
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Figura 41. Valor de densidade integrada de OCN corrigido pela -actina
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Figura 42. Correlacdo entre o valor de densidade integrada
de Runx2 vs OCN corrigido pela B-actina
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6. Discussao

O presente estudo analisou a remodelacdo dssea e o tecido cardiovascular de
ratos urémicos alimentados com diferentes concentra¢des de fosforo ¢ mantidos com
diferentes niveis séricos de PTH.

Os niveis séricos de creatinina dos animais nefrectomizados foram
compativeis com doenca renal cronica moderada. Em nosso modelo a PTX foi
eficaz, pois os animais desenvolveram hipoparatireoidismo evidenciado pela
hipocalcemia, com a vantagem de ter a tiredide preservada evitando a interferéncia
do hormdnio tireoideano no modelo proposto. A infusdo de diferentes concentracdes
de PTH foi efetiva e comprovada pela dosagem sérica desse hormdnio no final dos
experimentos. Embora nao significativa, a concentra¢do de PTH no grupo Sham-rP
foi maior que nos demais controles e isso se deve provavelmente ao estimulo direto
do fosforo na secrecdao de PTH.

Os animais nefrectomizados que ingeriram dieta rica em fosforo apresentaram
elevagdo do fosforo sérico quando comparados aos seus controles assim como
menores niveis de calcio provavelmente devido a formacgao de complexos insoluveis
de calcio e fosforo na luz intestinal[44].

Nos animais controles a concentracdo de fosforo na dieta ndo interferiu nos
seus valores séricos, pois sabe-se que em condigdes normais, quanto maior a
concentragdo de fosforo da dieta maior a produgdo de PTH[45] e o excesso desse
horménio promove fosfaturia e normaliza o fosforo sérico, como observado em

nosso estudo.
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A sobrecarga de fosforo contribuiu para a perda de massa 6ssea (diminuigao
do volume trabecular) e alteracdes na microarquitetura (maior separagao e
diminui¢do do nimero de traves Osseas) independente da insuficiéncia renal. Estudo
de Huttunen et al descreveu uma diminui¢ao da densidade mineral 6ssea em animais
normais alimentados com 1,2% de fosforo durante 8 semanas € como no nosso
estudo também relatou elevacdo do PTH sérico. Assim a diminui¢ao do volume
trabecular observada nos animais Sham que receberam elevada concentragdo de
fosforo provavelmente se deu pelo aumento do PTH e, portanto, da reabsorc¢ao ossea.

A associacdo sobrecarga de fosforo e reposigao fisiologica de PTH foi a que
mais prejudicou o volume e a microarquitetura 6ssea nos animais nefrectomizados.
Esses resultados demonstram de maneira contundente que na uremia, para manter
uma remodelacdo Ossea mais proxima do normal sdo necessarios valores mais
elevados de PTH. Diversos mecanismos tém sido implicados nessa resisténcia dssea
ao PTH, ou seja, a diminui¢cdo de receptores de PTH nos osteoblastos, acumulo de
fragmentos de PTH 7-84 e de osteoprotegerina[46]. Neste grupo os niveis de fosforo
sérico foram mais elevados que nos demais e a hiperfosfatemia, por si, agrava a
resisténcia Ossea ao PTH[47].

Neves et al, utilizando modelo experimental de uremia, paratireoidectomia
total com infusdo de PTH continua em concentragdo fisioldgica e dieta e pobre em
fosforo, demonstraram que a hiperfosfatemia ¢ deletéria para o tecido Osseo
promovendo lesdes semelhantes a osteoporose[40].

J& nos animais nefrectomizados com reposi¢ao elevada de PTH o volume ¢ a
microarquitetura 6ssea foram preservados. Entretanto, neste caso a sobrecarga de

fosforo também diminuiu o volume trabecular quando comparados aos animais que
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receberam menos fosforo. Vale ressaltar que estes grupos apresentaram defeito na
mineralizagdo 6ssea, revelado pelo acimulo de matriz oste6ide e aumento do MLT
mais acentuado nos animais com baixa ingestao de fosforo.

A sobrecarga de fosforo diminuiu a superficie ostedide € o numero de
osteoblastos dos animais Nx, o que também contribuiu para a diminui¢ao do volume
trabecular. Corroborando nossos achados, ha estudos in vitro que demonstraram que
concentragdes elevadas de fosforo favorecem apoptose de osteoblastos[48].

Estes dados confirmam a necessidade de um controle adequado do fésforo
sérico juntamente com o ajuste do PTH para que se mantenha a integridade 6ssea.

Outro objetivo desse estudo foi avaliar no modelo proposto a presenca de
calcificagdo cardiovascular. Nos pacientes com DRC, quando desenvolvem
calcificagdo, a mesma pode ser encontrada tanto na camada intima como na média ou
em ambas. Normalmente a calcificacdo da camada intima representa um estagio
avangado do processo de aterosclerose e associa-se com o desenvolvimento de placas
e lesdes oclusivas. Ja a calcificacdo da camada média afeta principalmente as fungdes
hemodinamicas dos vasos, aumentando sua rigidez e diminuindo a complacéncia o
que resulta no aumento da pressao de pulso[49, 50].

Os mecanismos fisiopatologicos propostos sao: (1) diminui¢do ou auséncia de
inibidores da calcificagdo expressos constitutivamente na parede dos vasos o que
contribuiria para deposicao de fosfato de calcio seguido de calcificagdo, (2) indugdo
de formagdo Ossea a partir da transicao fenotipica de CMLV em células osteoblasts-
like que passam a formar tecido dsseo, (3) presenga de complexos nucleados,
compostos por cristais de hidroxiapatita, gerados pela atividade reabsortiva no tecido

0sseo que ganham a circulagdo e se depositam em tecidos moles podendo induzir a
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mineralizacdo do mesmo e (4) morte celular, onde corpos apoptdticos e/ou
necroéticos, da parede dos vasos, atuam como locais de nucleagdo especialmente em
tecidos danificados[51]. Nos ultimos anos, o fosforo tem sido apontado como um
fator estimulador de calcificagdo vascular seja ele proveniente da maior oferta na
dieta ou da reabsorcao dssea.

Giachelli et al demonstraram in vitro, calcificacdo de células vasculares em
meio rico em fosfato inorganico e a expressao de Runx2 por essas células, ou seja, o
fosforo induziu mudancgas fenotipicas nas mesmas que adquiriram caracteristicas de
osteoblastos e portanto capacidade de mineralizagao[24, 52]. O Runx2 ¢ considerado
o marcador mais precoce de diferenciacdo osteobldstica induzindo a producao de
marcadores distintos com o colageno tipo I, a fosfatase alcalina, osteopontina e
osteocalcina, conforme seu estagio de maturacao[28, 30]. Sendo esse fator
transcricional especifico, sua presenga em outro tecido que nao o dsseo sugere que o
mesmo promoveu transformagado fenotipica das células em questao.

Moe et al em 2003 demonstraram em pacientes dialiticos a expressao de
Runx2, em células musculares lisas vasculares (CMLV) da camada intima e média de
artérias calcificadas além da expressao de proteinas osteogénicas, como colageno I e
osteopontina. Esses mesmos autores demonstraram que CMLV em meio de cultura
enriquecido com soro de pacientes com DRC apresentaram marcacao positiva para
Runx2[53].

Nossos resultados confirmam esses achados. Os animais que receberam
concentragdes fisiologicas de PTH e dieta rica em fosforo, ndo apresentaram

calcificagdo em aorta e coragdo, entretanto, detectamos através de imuno-
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histoquimica forte expressao do Runx2 nas CMLV da aorta desses animais. Esse fato
também ocorreu nos animais que calcificaram.

Embora haja uma expressao minima de Runx2 nos vasos dos animais de todos
os grupos, os nefrectomizados, alimentados com dieta rica em fosforo apresentaram
expressdo de Rumx2 significativamente maior que os demais, demonstrando
novamente a participagdo do fésforo e do PTH na mudanca fenotipica de CMLV.

Recentemente, Bronckers et al/ descreveram que no desenvolvimento
orofacial normal, as células envolvidas na angiogénese expressavam Runx2. Esse
achado ¢ muito importante pois até entdo esse fator associava-se unicamente ao
fendtipo osteoblastico. O Runx2? estd presente em células musculares lisas e
endoteliais de vasos, durante o desenvolvimento de tecidos no periodo neonatal e
embrionarios tanto de humanos como de roedores[54].

Nesse mesmo estudo os autores observaram que artérias de adultos sadios
apresentavam pequena expressao de Runx2. Porém, quando analisaram vasos de
individuos com ateroesclerose o mesmo foi detectado na area de calcificagao[54].

Durante angiogénese normal a expressdo desse marcador em CMLV ¢
transitoria. Apds a formagao completa dos vasos, a expressao diminui drasticamente
e voltaria a aumentar se houver calcificagdo vascular. Aparentemente, também em
outros tecidos, mecanismos celulares especificos da fase embriondria voltam a ser
ativados nos individuos adultos. Um exemplo é o que ocorre na reparagao de
fraturas, onde etapas da formacao dssea observadas na fase embriondria voltam a ser
ativadas[54].

Esse mesmo fenomeno parece ocorrer na calcificacdo dos vasos, ou seja, na

tentativa de reparar lesdes de paredes de vaso, CMLV adultas voltam a expressar
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Runx2 o que s6 ocorria na fase embriondria. Dessa forma, as células que contém o
Runx?2 tornam-se osteogénicas dependendo da presenga de estimulos como produtos
inflamatorios, citocinas, fatores de crescimento entre outros[54].

Estes fatores, incluindo o fosforo e o PTH poderiam guiar a reexpressao de
Runx2 nas CMLV fazendo com que estas, que ja possuem RNAm para codificacdo
dessa proteina, voltem a expressa-la e passem a funcionar como se fossem células
0sseas.

Hipoteticamente, o processo de calcificacdo nas artérias de pacientes com
DRC poderia ocorrer da seguinte forma: as células musculares lisas estimuladas por
varios fatores, entre eles o fosforo, PTH, citocinas e outros se transformam em
osteoblast-like e passam a produzir matriz dssea composta de coldgeno tipo I e
proteinas nao colagenas. Essa matriz ¢ mineralizada por processo passivo (fisico-
quimicos) ou ativo regulado pelas células osteoblast-like. Essa etapa final poderia ser
acelerada pela elevacao do produto Ca x P, assim como, pelo excesso de calcio
freqiientemente observado nesses pacientes[53].

No presente estudo, os animais que desenvolveram calcificagdo receberam
elevadas concentracdoes de PTH e neles além da presenga de Runx2, encontramos
intensa expressao de Col I, OPG e NFkB. Vale ressaltar que a detec¢ao do Col I e
OPG se deu exclusivamente na camada média da aorta e parede de vasos do coragdo.
J4 nos animais que ndo calcificaram a marcagdo dessas proteinas se deu na camada
adventicia onde sdo encontradas em condi¢des fisiologicas.

Intmeros trabalhos analisam a atuacdo da OPG na calcificagdo vascular.
Estudo com animais knockout para OPG desenvolveram calcificagdo arterial,

sugerindo que essa proteina ¢ um importante inibidor de calcificacdo vascular. Moe
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et al demonstraram que niveis séricos elevados de OPG estdo associados com
calcificagdo da aorta de pacientes com DRC[23, 55].

No nosso estudo nao podemos concluir se a presenca de OPG na camada
média da aorta de animais calcificados ocorreu devido a super producao por células
endoteliais na tentativa de frear a calcificagdo ou se as células “osteoblastos-like”
passaram a produzir essa proteina[56].

A producdo de Col I ¢ regulada por diversos fatores de crescimento e
citocinas capazes de modular a proliferacao de fibroblastos. Na DRC a inflamacao ¢
um achado freqiiente e esta associada a hiperfosfatemia e altos niveis de PTH, fatores
que aparentemente favorecem a proliferacdo de fibroblastos e deposi¢do de colageno
tipo I, em locais onde esse fato normalmente ndo ocorre. Corroborando esse achado
vale destacar que modelos de aterosclerose apontam o Col I como principal
componente extracelular em lesdes da camada intima dos vasos[57].

Nossos achados sdo interessantes e contrastam com os apresentados por Moe
et al, quanto ao fato de ndo detectarmos a osteocalcina e a osteopontina na parede
das aortas. Essas proteinas sao marcadoras de células osteoblasticas diferenciadas e a
auséncia dessas marcacdes no coracao ¢ aorta dos nossos animais calcificados sugere
que as c¢lulas musculares lisas vasculares que sofreram transdiferenciacdao ndo
estavam em fase avangada de diferenciagdo e portanto nido expressaram essas
proteinas[27, 58]. No mesmo estudo os resultados obtidos no RT-PCR demonstram
que ha uma expressao significativamente aumentada de RNAm para osteocalcina, na
aorta dos animais que receberam sobrecarga de fosforo e elevadas concentragdes de
PTH. Pretendemos analisar a expressdo de RNAm, por RT-PCR para osteocalcina e

Runx2 nas aortas dos animais de todos os grupos.
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Raines et al demonstraram que o efeito da superexpressao da forma ativa do
NFkB, em lesdes vasculares, também pode favorecer mudangas fenotipicas de
CMLYV. No nosso estudo a presenca desse fator, no coragdo e aorta dos animais que
calcificaram, pode ser decorrente da sobrecarga de fosforo e PTH, que ativaram o

complexo e dessa forma por uma ou outra via influenciaram a mudanga fenotipica

das CMLV[38].
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7. Conclusoes

Em conclusdo, a sobrecarga de fosforo contribuiu para a perda de massa
Ossea, independente da insuficiéncia renal. Entretanto nos animais urémicos que
receberam doses elevadas de PTH essa perda foi menos intensa, provavelmente pela
acdo anabolica do PTH que se contrapds aos efeitos toxicos da sobrecarga de fosforo.

A calcificacdo vascular, propriamente dita, s6 foi observada em animais
nefrectomizados submetidos a altas doses de PTH independente da carga de fosforo
que receberam, destacando o papel do PTH na instalagdo deste evento. Porém, a
sobrecarga de fosforo com infusdo fisiologica de PTH induziu mudanca fenotipica
em CMLV comprovada pela superexpressao de Runx2 na aorta destes animais, o que
nos permite inferir que se o tempo estudo fosse maior provavelmente esses animais
desenvolveriam calcificagdo vascular.

O fosforo ¢ o PTH em altas concentracdes modificaram a localizagao
histologica da expressdo de OPG e Col I nas areas de calcificagdo da aorta e do
coracgao.

Nao houve expressao das proteinas OPN e OCN em regides calcificadas da
aorta e do coragdo. A auséncia dessas proteinas pode ser explicada pelo estagio de
diferenciacdo das células osteoblast-like. Ainda que ndo tenha ocorrido a expressdo
dessas proteinas, o aumento do RNAm para OCN na aorta de animais que
calcificaram sugerem que se o tempo de estudo fosse maior, possivelmente, essa

proteina poderia expressar-se.
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A presenca de NFkB no coragao e aorta de animais que calcificaram, sugere a
participacdo desse fator transcricional na mudanga fenotipica detectada nas CMLV.

Nosso estudo ndo demonstrou um valor ideal de PTH suficiente para manter a
integridade 6ssea e impedir calcificacdo vascular, quando o animal ¢ exposto a

diferentes sobrecargas de fosforo.
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DIRETORIA CLINICA

Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

APROVACAO
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Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade
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APROVOU o Protocolo de Pesquisa n°® 931/02. intitulado: “Estuda de
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fésforo, associado @ infusdo de paratorménio” apresentado pelo

Departamento de CLENICA MEDICA,
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I OBSERVACAQ: cCabe ao pesguisador elaborar e apresentar a CAPPesq, os relatérios
parciais e final sobre a pesquisa (Resolucdo do Conselho Nacional de |
Saide n® 196, de 10.10.1996, inciso IX.2, letra €7



