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RESUMO

Castro BBA. Efeito da Quitosana-Fe(lll) reticulada sobre a calcificagdo vascular
em um modelo de uremia [Dissertacao]. Juiz de Fora: Faculdade de Medicina,

Universidade Federal de Juiz de Fora, 2015.

Introducédo: A Doenca Renal Cronica (DRC) provoca alteragbes nas concentracdes
de fésforo, célcio, vitamina D e paratormdnio. A Quitosana Fe(lll) reticulada (QST-
Fe(llDR) € um quelante de fésforo capaz de reduzir a hiperfosfatemia, principal
indutora da calcificacdo vascular (CV) na DRC. Este polimero derivado da quitina
mostrou acao quelante sobre o fésforo in vitro e in vivo em animais ndo urémicos.
Objetivo: Avaliar a acédo quelante de fosforo da QST-Fe(lll)R e seu efeito sobre a
calcificacdo vascular em ratos com uremia induzida por adenina. Métodos: Ratos
normais e urémicos induzidos por dieta rica em fosforo (1%) e suplementada com
adenina (0,75% - 4 semanas e 0,10% - 3 semanas) foram divididos em 4 grupos e
tratados diariamente com agua destilada (10ml/Kg/dia); 30mg/Kg/dia de QTS-
Fe(llNR; 500mg/Kg/dia de CaCO3; e 500mg/Kg/dia de Cloridrato de sevelamer (Cl-
Sev) durante 4 semanas. Foram mensurados creatinina (Cr), foésforo (P) e calcio
sérico (Ca), fosfatase alcalina (FA), PTH e FGF23, ao final da 42 e 72 semanas de
experimento. O contetdo de Ca foi quantificado em fragmentos da aorta abdominal
e expresso em mg/g de aorta. Alteracbes da morfologia vascular foram avaliadas de
forma semi-quantitativa no arco da aorta pela coloracdo de von Kossa. Utilizamos
anticorpos especificos para identificacdo da expressédo da angiotensina Il (Angioll) e
alfa-actina do musculo liso (a-actina) pela técnica de imuno-histoquimica, em

fragmentos do arco da aorta. A avaliacdo morfoldgica foi realizada apenas na 72



semana. Resultados: Nos grupos urémicos observamos redugédo da funcéo renal
com pico de creatinina na quarta semana. Os tratamentos ndo alteraram a
progressado da doenca. O grupo DRC apresentou nivel de fésforo 35% mais elevado
comparado ao grupo controle. Todos os tratamentos reduziram aproximadamente
20% do fésforo sérico, além de reduzirem a fracdo excretada de foésforo (reducdo de
20% a 30%). Os tratamentos com QTS-Fe(ll)R e CaCOg3 foram eficientes em reduzir
o PTH e a FA dos animais urémicos. Acredita-se que o tratamento com Cl-Sev n&o
tenha sido eficiente devido a intercorréncias metodologicas de dificuldade de
administracdo da droga. O grupo DRC apresentou conteudo de calcio na aorta 80%
maior do que o grupo controle e a QTS-Fe(lll)R reduziu o conteudo de calcio na
aorta, apresentando uma meédia mais baixa que todos os outros tratamentos. Em
comparacao com o grupo controle, a QTS-Fe(lll)R reduziu a expressédo de Angioll
na camada intima da aorta. A utilizacdo dos tratamentos ndo apresentou beneficios
sobre a integridade da camada média quando avaliamos a expressao de a-actina.
Conclusdes: O modelo experimental promoveu perda importante e sustentada de

funcao renal. A QTS-Fe(ll)r apresentou eficiéncia quelante semelhante aos demais

ja utilizados na pratica clinica e reduziu o contetdo de calcio na aorta.

Palavras-chave: doenca renal cronica, disturbio mineral 6sseo, calcificacédo

vascular, hiperfosfatemia, hiperparatireoidismo secundario.



ABSTRACT

Castro BBA. Effect of Cross-linked Iron(lll) Chitosan on vascular calcification in
a model of uremia [Dissertation]. Juiz de Fora: School of Medicine, Federal

University of Juiz de Fora, 2015.

Introduction: Chronic Kidney Disease (CKD) causes changes in the concentrations
of phosphorus, calcium, vitamin D and parathyroid hormone. Cross-linked Iron(lll)
Chitosan (QST-Fe(llDR) is a phosphorus binder, with properties of reducing the
hyperphosphatemia, the main inducer of vascular calcification (VC) in CKD. This
polymer derived from chitin showed chelating action on phosphorus in vitro and in
vivo. Objective: To evaluate the phosphorus chelating action of QST-Fe(lll)R and its
effect on VC in adenine-induced uremic rats. Methods: Normal and uremic rats,
induced by adenine feeding (0.75% - 4 weeks and 0.10% - 3 weeks) and
phosphorous 1%, were divided into 4 groups and treated daily with distilled water
(10ml/kg/day); QST-Fe(ll)R 30mg/kg/day; CaCOs; 500mg/kg/day and sevelamer
hydrochloride (Cl-Sev) 500mg/kg/day, for 4 weeks. Biochemical parameters were
measured at the fourth and seventh week: creatinine (Cr), phosphorus (P) and serum
calcium (Ca), alkaline phosphatase (FA), PTH and FGF23. The Ca content of the
abdominal aortic fragments was quantified and expressed as mg/g of aortic tissue.
We evaluated vascular changes in the aortic arch and calcium deposition. Specific
antibodies used to identify the expression of angiotensin Il (Angioll) and alpha-
smooth muscle actin (a-actin) by immunohistochemical technique, in fragments of
abdominal aorta at seventh week. Results: In uremic groups, we observed reduced

kidney function and a maximum creatinine in the fourth week. The treatments did not



alter CKD progression. The CKD group showed 35% higher phosphorus, compared
to the control group. All treatments reduced approximately in 20% the serum
phosphorus, and reduced the FeP (reduction of 20% to 30%). Treatments with QTS-
Fe(lllR and CaCO; were effective in reducing PTH and FA of uremic rats. We
believe that treatment with Cl-Sev has not been effective due to methodological
problems during drug administration. The CKD group presented aortic calcium
content 80% higher than the control group and the QTS-Fe(lll)R reduced the calcium
content in the aorta, more than all other treatments. Compared to the control group,
the QTS-Fe(ll)R promotes the reduction expression of Angioll in aortic intima. The
treatments did not show benefits over the media layer integrity when evaluating the
a-actin expression. Conclusions: The experimental model showed important and
sustained loss of renal function. The QTS-Fe(lll)R showed efficiency similar to others
phosporus binders already used in clinical practice and reduced the calcium content

in the aorta.

Keywords: bone mineral disorder, chronic kidney disease, hyperphosphatemia,

secondary hyperparathyroidism, vascular calcification.
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1. INTRODUCAO

Uma das principais consequéncias da doenca renal cronica (DRC), e de mais
dificil tratamento, é o distirbio mineral 6sseo (DMO), um transtorno definido como a
interacdo de anomalias minerais e hormonais, anormalidades 0sseas seguidas ou
ndo de calcificacdo vascular (CV) (MOE et al., 2011). A CV é uma importante
comorbidade em pacientes com DRC, esta intimamente relacionada aos elevados
niveis de fosforo sérico que vém sendo associados ao aumento da mortalidade
(SARNAK, 2003; KESTENBAUM et al., 2005; BELLASI et al., 2011). A retencdo de
fosforo ocorre sistematicamente em pacientes ja na pré-dialise, quando a
hiperfosfatemia se associa com a perda da funcdo renal, formacdo de leséo
aterosclerotica acelerada e aumento do risco cardiovascular, mas naqueles em
terapia renal substitutiva (TRS) a retencdo € mais importante (VOORMOLEN et al.,
2007; NAKANO et al., 2010; KOVESDY, ANDERSON, KALANTAR-ZADEH, 2010,
CARAVACA et al., 2011).

A perda da funcédo renal associada a hiperfosfatemia pode favorecer o
desenvolvimento de uma série de disturbios metabdlicos, principalmente do
hiperparatireoidismo secundario (HPS) podendo resultar em alteracGes
cardiovasculares (TONELLI et al., 2005). Para conter a evolucdo do HPS sao
utilizados dois recursos: a reposicdo de vitamina D (tratamentos com analogos da
vitamina D) e a reducdo da sobrecarga de fésforo (restricdo dietética e uso de
guelantes de fosforo) (MITTMAN et al., 2010).

As opcdes de controle da hiperfosfatemia se resumem a restricdo alimentar

de fésforo, que na maioria das vezes nao € eficiente. Compostos com a capacidade
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de quelar o fésforo da dieta sdo associados a restricdo dietética, sobretudo em
pacientes em tratamento conservador. E finalmente dispomos da remocdo pela
dialise na tentativa de reduzir o fésforo sérico e restaurar a homeostase deste ion
(K/DOQI, 2002; KDIGO, 2009; CARVALHO et al., 2012).

A evolucéo das intervencgdes terapéuticas se mostra de extrema importancia
para a melhoria da qualidade de vida e aumento da sobrevida desses pacientes
(ZOCCALI, 2006). Drogas como hidroxido de aluminio e carbonato de lantanio sao
capazes de adsorver o fésforo do trato intestinal e reduzir sua entrada no liquido
extracelular, porém, podem ser inviaveis por fatores que envolvem toxicidade dos
metais presentes em suas formulas (PIERIDES et al.,, 1980, HERGESELL,; RITZ,
1999, CAMPBELL, 2002).

Outros quelantes nao téxicos e com a capacidade de reduzir o fosforo sérico
tém sido utilizados. Os compostos a base de célcio: carbonato de calcio (CaCO3) e
acetato de célcio (Ca(C2H302),) apesar de serem baratos e se mostrarem eficazes
no controle da hiperfosfatemia, em altas doses, podem agravar o quadro de
calcificacdo dos vasos e tecidos moles (PHAN et al., 2008; HILL et al., 2013). A
sobrecarga de calcio decorrente do uso desses compostos associa-se com a
deposicdo do mesmo no tecido cardiaco e vascular, aumentando os indices de
mortalidade entre os pacientes com DRC por doencas cardiovasculares (EKNOYAN
et al., 2004; MOE et al., 2009; CHUE, 2012).

Formulacbes mais recentes possuem o0 sevelamer como principio ativo, um
ligante polimérico de fésforo insolivel em agua. O principal deles utilizado no Brasil
€ o cloridrato de sevelamer (CI-Sev), que apesar de se mostrar eficaz no tratamento
da hiperfosfatemia tém seu uso restrito principalmente devido ao seu alto custo

(LOCATELLI et al., 2002; SESSO; FERRAZ, 2003; DE SANTO et al., 2006).
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O potencial quelante, a baixa toxicidade e a possibilidade de reduzir 0s riscos
de calcificacdo tém sido explorados na tentativa de desenvolver novas drogas que
possam melhorar a qualidade de vida dos pacientes com DRC (LOGHMAN-ADHAM,
2003). Novas formulagbes vém utilizando compostos a base de ferro com potencial
guelante de fésforo e livres de célcio (PHAN, et al. 2013; IIDA et al., 2013; WILHELM
et al., 2014)

Estudos anteriores demonstraram a capacidade da Quitosana Ferro(lll) (QTS-
Fe(lll)) como quelante oral de fésforo e encontraram resultados satisfatérios nos
estudos in vitro e in vivo. Os estudos que comprovaram a eficacia deste quelante de
fésforo in vivo ndo avaliaram este potencial em modelos de uremia e também né&o
demonstraram seu efeito sobre a CV (BAXTER et al., 2000; BURGER et al., 2001;
SCHONINGER et al., 2010). Sendo assim, avaliaremos a acdo da Quitosana
Ferro(lll) Reticulada (QTS-Fe(ll)R) em um modelo de uremia e seu efeito sobre a

calcificacédo dos vasos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. DOENCA RENAL CRONICA (DRC) E DISTURBIO MINERAL OSSEO (DMO)

A DRC, definida pela National Kidney Foundation (NKF), em seu documento
Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (K/DOQI, 2002), consiste na leséo renal,
associada ou ndo a perda progressiva e irreversivel da funcdo dos rins, que se
mantém por pelo menos trés meses. Baseada nesta definicdo foi proposta uma
classificacdo das categorias da doenca, onde na fase mais avancada (categoria V),
0S rins ndo conseguem mais manter a normalidade do meio interno do individuo
(LEVEY et al., 2003; KDIGO, 2009; LEVEY; CORESH, 2012). E considerado um
processo irreversivel que evolui para seu estagio terminal, no qual o paciente
dependera ao longo da vida de TRS, tais como hemodialise, dialise peritoneal ou o
transplante renal (REMUZZI; BENIGNI; REMUZZI, 2006; FINK et al., 2012).

A deteccdo precoce da DRC é um fator primordial para o seu tratamento
(KDIGO, 2009). A DRC progride e pode levar a hipertensdo, anemia, disturbios do
sistema nervoso, doenca cardiovascular, desnutricdo e doencas 0Osseas, sendo,
portanto uma doenca extremamente grave (LEVEY; CORESH, 2012).

Uma das principais consequéncias da DRC e de mais dificil tratamento € o
distirbio mineral 6sseo (DMO), transtorno recentemente definido como a interacéo
de anormalidades bioquimicas de calcio, fésforo, vitamina D e Paratorménio (PTH),

anormalidades 6sseas e CV (ASBMR, 2006; MOE et al., 2009; KDIGO, 2009).
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Mesmo com a melhora da qualidade do atendimento dialitico observado nos
ultimos anos, a morbidade e a mortalidade dos pacientes acometidos pela DRC
continuam elevadas (ARAUJO et al., 2003; IR et al., 2004; AYODELE; ALEBIOSU,
2010; SESSO et al.,, 2012; CENSO SBN, 2013). Sabe-se que as complicacbes
cardiovasculares séo as principais causas de morte e as consequéncias do DMO
vém progressivamente sendo associadas a estas complicagcdes nesses pacientes
(IR et al., 2004; EKNOYAN et al., 2004; TENTORI et al., 2008). Estudos apontam
associacao entre a alta mortalidade na DRC e DMO e destacam a correlagdo
inversa entre o enrijecimento vascular e a funcdo renal (BLOCK et al., 2004;

TONELLI et al., 2005; ADENEY et al., 2009).

2.2. HIPERPARATIREOIDISMO SECUNDARIO (HPS)

Uma das principais apresentacdes clinicas do DMO € o HPS. Estima-se que
aproximadamente 50% dos pacientes com DRC em dialise desenvolvem HPS
(ARAUJO et al., 2000; KALANTAR-ZADEH et al., 2006). Segundo o Censo da
Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN) em 2011, no Brasil, 35% dos pacientes em
didlise apresentavam HPS (SESSO et al., 2012). Caracterizado pelo aumento do
PTH, devido a diminuicdo dos niveis séricos de calcio e ao aumento do fosforo no
sangue, o HPS promove a desmineralizacdo dos o0ssos causando a perda da
estabilidade estrutural do tecido (NEVES et al.,, 2004; IIDA et al., 2013). Tais
alteracoes, além de refletirem diretamente no sistema 0sseo, podem causar a CV

(Figura 1) (BLOCK et al., 2004; KDIGO, 2009).
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O célcio é o principal componente 0sseo e esta depositado sob a forma de
cristais juntamente com o fésforo formando a chamada hidroxiapatita (RAZZAQUE,
2012). O caélcio do esqueleto € o responséavel pela integridade 6ssea e funciona
como reserva biolégica, podendo ser mobilizado rapidamente (RIZZOLI; BONJOUR,
2006). Os rins exercem fungBes enddcrinas relacionadas ao metabolismo do calcio.
A biossintese da forma ativa da vitamina D (1,25- diidroxivitamina D) é uma delas
(RIELLA, 2003). Nos rins, a 25- hidroxivitamina D (forma inativa) passa pela Ultima
hidroxilagcdo e se transforma em 1,25- diidroxivitamina D (forma ativa). A funcao da
vitamina D é promover a mineralizacdo 6ssea, aumentando a reabsorcéo intestinal
de calcio e fésforo redirecionando-os para que sejam depositados nos 0Ssos
(VICENTE-RODRIGUEZ et al., 2008). Com a perda de massa renal progressiva na
DRC ocorre reducéo da sua producdo e consequentemente a taxa de absorcao de
céalcio no intestino diminui (GUYTON; HALL, 2006). O PTH € entdo produzido em
abundancia e promove a liberacdo de calcio e fésforo a partir dos 0Ssos,
aumentando a reabsorcdo Ossea e a diferenciacdo de osteoclastos (Figura 1)
(ASBMR, 2006; PEACOCK, 2010).

O célcio no soro também pode ser associado a CV e ao aumento da
mortalidade em pacientes com DRC (BLOCK et al.,, 2004; KESTENBAUM et al.,
2005). O uso de vitamina D no intuito de aumentar a absorcédo de calcio a partir do
intestino pode induzir o depdsito do célcio nos vasos, além do uso crénico de
guelantes de fosforo a base de calcio que podem induzir a CV (BLOCK et al., 2005;

BLOCK et al., 2007).
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2.2.1. Hiperfosfatemia

Pacientes com DRC em fase avancada apresentam hiperfosfatemia devido a
retencdo de fésforo, consequéncia da perda da funcdo renal (EKNOYAN; LEVIN;
LEVIN, 2003) A hiperfosfatemia ocorre em maior parte pela diminuicdo da excregao
renal desse ion devido a reducéo do ritmo de filtracdo glomerular (RFG), gerando
um desequilibrio entre rins, paratireoide e ossos (TONELLI; PANNU; MANNS, 2010).

O fosforo inorganico € um anion intracelular que desempenha um papel
importante nas funcdes celulares e estd envolvido em diversos processos
metabolicos, incluindo a transferéncia e o armazenamento de compostos
energéticos como o ATP (SCHUCKER; WARD, 2005). Cerca de 85% do fosforo
encontrado no organismo humano esta depositado na matriz 6ssea, e 0s niveis
normais no sangue variam de 3,0 a 4,5 mg/dL (RIELLA, 2003; PENIDO; ALON,
2012). Obtido através da alimentacdo, o fosforo € mantido em equilibrio no
organismo pela acéo dos rins, do intestino e dos ossos (LOGHMAN-ADHAM, 2003;
KETTELER, 2011) e sua concentracdo sérica € dependente tanto da ingestéo,
filtracdo, reabsorcdo renal e trocas dos reservatorios intracelulares e 0sseos
(TONELLI; PANNU; MANNS, 2010; BELLASI et al., 2011).

A retencdo de fosforo ocorre desde as fases iniciais da DRC, porém, o
organismo consegue manter seus niveis séricos normais por meio dos mecanismos
compensatorios (ASKAR, 2015). O mecanismo que envolve fator de crescimento de
fibroblasto 23 (FGF-23) e Klotho mantém a homeostase do fésforo, aumentando os
niveis do FGF-23 que estimula a eliminacdo do fésforo na urina, reduzindo sua

sobrecarga (Figura 1) (CARAVACA et al., 2011; KETTELER, 2011).
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Altos niveis de fosforo sérico ha décadas vém sendo associados ao aumento
da mortalidade e eventos cardiovasculares em pacientes com DRC (BLOCK et al.,
1998; SARNAK, 2003; TENTORI et al., 2008; HOUSTON et al., 2013) e alguns
trabalhos associam os altos niveis de fosforo sérico com a CV (GOODMAN et al.,
2004; RAGGI et al., 2002; KANBAY et al., 2009; ADENEY et al., 2009).

O aumento do fésforo também estimula a secrecao de PTH, acentuando o
HPS, também correlacionado com a mortalidade cardiovascular (LUNDGREN et al.,
2001; TENTORI et al., 2008). O PTH atua sobre os rins aumentando a producgéo de
vitamina D e diminuindo a reabsorcdo de fosforo (ASBMR, 2006; TORRES;
BRAWERE, 2011; LOPEZ et al., 2011). Para tentar normalizar os niveis séricos de
fésforo, o PTH atua nos néfrons residuais promovendo a fosfaturia até que a funcao
renal seja totalmente comprometida se tornando impossivel eliminar todo o fésforo

em excesso (SLATOPOLSKY et al., 1966; SLATOPOLSKY et al., 1971) (Figura 1).

2.2.2. Fator de crescimento de fibroblasto 23 (FGF-23)

Um mediador importante no processo de eliminacdo do excesso de fésforo é
o0 FGF-23 que atua no metabolismo aumentando a excrecdo urinaria desse ion
(FERRARI; BONJOUR; RIZZOLI, 2005; OLIVEIRA et al.,, 2010). O FGF-23 é
sintetizado principalmente pelo tecido 6sseo e sua producéo € induzida em resposta
ao aumento do fosforo sérico e da vitamina D (NAKAI, KOMABA, FUKAGAWA,
2010; HOUSTON et al., 2013; SCIALLA; WOLF, 2014). Estudos apontam que o

mesmo pode regular a sintese de PTH agindo diretamente sobre as glandulas
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paratireoides e também indiretamente, aumentando a fosfatiria (BERNDT; SCHIAVI;
KUMAR, 2005) (Figura 1).

O papel do FGF-23 no metabolismo mineral é mediado pela ligacdo do FGF-
23 com seu receptor, o Klotho. A ativagdo do complexo FGF-23/Klotho no rim
aumenta a excrecdo urinaria de fésforo por regulacdo negativa da expressao e da
atividade dos transportadores de fosforo dependentes do sédio (NaPi-2a e NaPi2c)
no tubulo proximal (SCIALLA; WOLF, 2014). O mecanismo de acdo do FGF-23 é
dindmico, impede que o fosforo seja absorvido e inibe a expressdo do gene
codificador de vitamina D, resultando no aumento da excrecdo urinaria e diminuicao
da absorcao intestinal do fésforo (NAKAI; KOMABA; FUKAGAWA, 2010).

Quando h&a perda de funcédo renal, os niveis dos horménios fosfaturico e
paratireoidiano aumentam mostrando uma correlacéo inversa com o0 RFG. Em um
estudo clinico foi demonstrado que os niveis de FGF-23 sao regulados pelo fosforo
ingerido na dieta (FERRARI; BONJOUR; RIZZOLI, 2005). Outros estudos
correlacionaram os niveis de FGF-23 com os niveis de fosforo, PTH e creatinina em
pacientes com DRC (WEBER et al., 2003; LARSSON et al., 2003; IMANISHI et al.,
2004; SHIGEMATSU et al., 2004).

A acdo do FGF-23 sobre a calcificacdo vascular € questionada. Estudos
experimentais in vitro mostraram que o FGF-23 ndo contribui para a calcificacdo de
células musculares dos vasos e ndo contribuem para a absorcdo intracelular de
fésforo (SCIALLA et al., 2013). Outro estudo demonstra que o FGF-23 potencializa a
CV em fragmentos de aorta em meio hiperfosfatémico sem deficiéncia de Klotho
(JIMBO et al.,2013).

O FGF-23 ja foi correlacionado com a CV em pacientes em hemodialise

(JEAN et al., 2009; JEAN et al., 2009a) e, um estudo clinico mostrou associacdo do
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FGF-23 com a gravidade da aterosclerose (DESJARDINS et al., 2012). Outro estudo
mostrou correlagdo negativa entre os niveis de FGF-23 e o escore de CV avaliada
por tomografia computadorizada em pacientes (CANCELA et al.,, 2012). J& em
camundongos urémicos houve correlacdo positiva entre os niveis de FGF-23 e o
contetdo de calcio na aorta (EL-ABBAD et al., 2009).

A deficiéncia de Klotho também é uma consequéncia da DRC e pode
promover a doenca cardiovascular. O papel do excesso de fésforo na calcificagéo
vascular é baseado em estudos que mostram que a delecdo do NaPi-2a normaliza
0s niveis seéricos de fosforo, reduz a calcificagdo vascular e restaura a deficiéncia de
Klotho (RAZZAQUE, 2009; OHNISHI; RAZZAQUE, 2010).

A associacao entre o alto nivel de fésforo, FGF-23 e PTH com as causas de
mortalidade continua sendo estudada ao longo dos anos e existem fortes indicios de
gue haja ligacdo entre o aumento dos niveis séricos de fosforo com a elevada taxa
de mortalidade cardiovascular dos pacientes renais cronicos, sejam em dialise ou
nao, mas, principalmente envolvendo a CV (GANESH et al., 2001; KESTENBAUM et
al., 2005; VOORMOLEN et al., 2007; KOVESDY, ANDERSON, KALANTAR-ZADEH,

2010; FOLEY et al., 2009; WATANABE et al., 2010).
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Figura 1. Mecanismos reguladores da homeostase do fosforo. O fosforo é obtido a partir da dieta diaria e é
absorvido no intestino. Uma vez absorvido, o fésforo inorganico vai para a corrente sanguinea, onde a sua
concentracdo é regulada por trés orgaos: paratireoide, 0ssos e rins. As paratireoides produzem PTH que no rim
estimula a excrecdo de fosforo e sintese de vitamina D ativa; sendo assim, a redugdo do fdsforo sérico e a
sintese de vitamina D inibem diretamente a producdo de PTH. No osso, o PTH estimula a producéo do fator de
crescimento de fibroblastos 23 (FGF-23), a remodelagdo dssea e consequentemente a liberacdo de fésforo. O
aumento do FGF-23 tende a inibir a secre¢édo de PTH, mas o fésforo tende a estimular sua produgdo de PTH. O
FGF-23, nos rins, estimula a excregcdo urinaria de fésforo, inibe a produgcdo de vitamina D e suprime a
reabsorcdo de fosforo; esses mecanismos tentam reduzir os niveis de fosforo no soro. Por outro lado, a
producdo PTH estimula a producéo de vitamina D, que por sua vez estimula a producao de FGF-23 pelas células
Osseas. Estas trés vias regulatérias mantém a absorcdo intestinal e a concentragdo de fésforo no soro
rigidamente controlada.
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2.3. CALCIFICACAO VASCULAR (CV)

As doencas cardiovasculares juntamente com o diabetes representam a maior
causa de morte no mundo, e no Brasil, 80% da mortalidade de pacientes portadores
de doencgas crbnicas sdo sucedidas por alteracdes cardiovasculares (OMS, 2013;
BRASIL, 2011; CHEN et al.,, 2013). A mortalidade cardiovascular de pacientes
jovens em dialise se iguala a da populacao idosa em geral e a calcificacdo vascular
(CV) tem sido identificada como um fator de risco independente para tal mortalidade
(FOLEY; PARFREY; SARNAK, 1998; FOLEY et al., 2009; NAKANO et al., 2010;
WATANABE et al., 2010).

A CV é uma grave consequéncia dos disturbios metabdlicos causados pela
DRC, frequente em até 90% dos pacientes em hemodialise, 0 enrijecimento da
artéria estd associado ao aumento de riscos cardiovasculares e mortalidade
(KDIGO, 2009; CHEN et al., 2013).

Estudos observacionais e experimentais tém mostrado que as concentracdes
excessivas de fosforo no soro estdo associadas ao desenvolvimento da CV e de
outros tecidos moles (NEVEN et al., 2009; GIACHELLI, 2009; ADENEY et al., 2009;
STAUDE et al., 2013; LAU et al., 2013).

A CV é associada com a mortalidade cardiovascular, incluindo eventos
cardiacos isquémicos (MOE; CHEN, 2008). A patogénese da CV é complexa e
envolve precipitacdo do fésforo e calcio, atracdo de fatores locais envolvidos no
processo de mineralizacdo e o desbalanco entre ativadores e inibidores da transi¢cao
fenotipica de células do musculo liso vascular em células com caracteristicas 6sseas

(GOLDSMITH et al., 1997, SHANAHAN et al., 2011; ASKAR, 2015).
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O tecido vascular € organizado em camadas concéntricas denominadas
tinicas (Figura 2) e, a calcificacdo da tunica média é frequente nas categorias mais
avancados da DRC. Os sinais de CV sdo frequentemente encontrados nesses
pacientes e tais achados agravam ainda mais as doencgas cardiovasculares (NEGRI,

2010; CAl et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2013).

—— — < s
. j— Tanica Adventicia

Tanica Média

Tanica intima

Figura 2. Organizagdo do vaso. A tunica intima é caracterizada por células endoteliais em contato com o
sangue, enquanto a tunica média, geralmente mais espessa, € composta por células musculares lisas
sustentadas por matriz extracelular (MEC). Fibras colagenas e elasticas estdo presentes na média interligando-a
com a intima e com a camada mais externa: adventicia. A camada adventicia é basicamente formada por tecido
conjuntivo.

Previamente, a CV era considerada como uma condi¢cdo do envelhecimento
envolvendo aterosclerose, hipertensdo e diabetes ou decorrente somente da
interacdo fisico-quimica entre calcio e fosforo (SAGE; TINTUT; DEMER, 2010).
Atualmente, sabe-se que a CV da DRC é biologicamente regulada por processos
ativos do metabolismo humano (SHANAHAN et al., 1999; GUERIN et al., 2000;
SHANAHAN, 2005) associados também a fatores de risco ndo tradicionais como a
hiperfosfatemia, hiperparatireoidismo secundario, hipervitaminose D ou excesso de
administracao de sais de calcio (CHERTOW, et al., 2004; MOE; CHEN, 2008; SAGE;

TINTUT; DEMER, 2010). Além de envolver mecanismos especificos, apresenta
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aspectos morfoldégicos distintos que se caracterizam pela presenca da
transformacgéo fenotipica das células musculares e calcificagdo da camada média

dos vasos (GIACHELLI, 2003; ASKAR, 2015).

2.3.1. Mecanismos gerais da calcificagao vascular (CV)

Transformacéo fenotipica dos vasos

De maneira geral, diversos processos podem estar envolvidos na patogénese
da CV e os niveis de fosforo elevados no sangue comprovadamente atuam sobre as
células musculares lisas dos vasos (SHAO et al.,, 2010; OLIVEIRA et al., 2013).
Estudos in vitro avaliaram a acéo do fosforo sobre tais células e demonstram que a
deposicdo de célcio € aumentada em meio contendo niveis elevados de fésforo
(JONO et al., 2000; MUNE et al., 2009). Tais estudos levam a crer que o fésforo
elevado pode diretamente promover transicao fenotipica das células do musculo liso
vascular, sendo um acelerador desse processo (GIACHELLI, 2003; ASKAR, 2015).

As alteracdes induzidas pelo fésforo, dentro das células do musculo liso dos
vasos, incluem aumento da expressdo de marcadores osteogénicos (fosfatase
alcalina e proteinas 0sseas), que constitutivamente ndo Sado expressos por estas
células, e do RUNX-2, que é considerado atualmente o principal gene de
diferenciacdo de osteoblastos (DUCY et al., 1997). A transformacdo dessas células

tornando-as capazes de fixar os minerais de fosforo de célcio, parece ser um

mecanismo chave em resposta as anormalidades minerais envolvendo excregéo
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renal e remodelacdo 6ssea (KETELLER; GIACHELLI, 2006; CAl et al., 2010;
SHOBEIRI et al., 2013).

A camada média é composta por células do musculo liso que se originam de
células-tronco mesenquimais assim como 0s osteoblastos, podendo se transformar
em células semelhantes a estas, 0s osteoblastos like, sob a regulacéo de fatores de
crescimento especificos do desenvolvimento normal do osso. As células sédo
diferenciadas pela regulacdo positiva desses fatores e em seguida secretam
proteinas da matriz 6ssea (CHILLON et al., 2009; SHANAHAN et al., 2011).

Um dos mediadores chave deste processo € o RUNX2, regulador da
osteocalcina, osteopontina e do gene que expressa colageno tipo | (BYON et al.,
2008). Animais urémicos que receberam alto teor de fosforo na dieta apresentaram
calcificagdo medial da artéria, além de apresentarem elevados niveis de FGF-23 e
osteopontina altamente correlacionados com a CV (EL-ABBAD et al., 2009; LAU et
al.,, 2013). Tintut et al. (1998) observaram aumento da expressdo de fosfatase
alcalina, osteocalcina e osteopontina em células vasculares calcificadas. Outro fator
gue comprova que na presenca de fésforo elevado as células da musculatura lisa
vascular sofrem transformacao fenotipica € a reducdo da expressao de genes
comuns a essas ceélulas, como por exemplo, o0 ACTA2 que codifica a proteina alfa-
actina do masculo liso (a-actina) (GIACHELLI, 2003). Em um estudo com aortas
bovinas, a mineralizacdo das células do muasculo liso vascular, em cultura, foi
associada com a perda da expressdo do ACTA2. Em contrapartida, os genes
normalmente encontrados em tecidos mineralizados, fosfatase alcalina, osteocalcina
e osteopontina foram aumentados nessas células (STEITZ et al., 2001).

O transporte de fésforo para o meio intracelular é mediado pelos co-

transportadores de fosforo sédio-dependentes (NaPis) e na células do musculo liso
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vascular existe alta expressdo do co-transportador NaPi tipo Il (Pit-1) (SHIOI;
NISHIZAWA, 2009). A supressao do Pit-1 bloqueou a inducdo de marcadores
osteogénicos nestas células (RUNX2), que também reduziram a absorcéo de fésforo
apresentando menores niveis de calcificagdo (LI, YANG, GIACHELLI, 2006;
GIACHELLI, 2009).

Mune et al. (2009) mostraram que néo houve calcificagdo em fragmentos da
aorta de ratos Sprague-Dawley em meio hiperfosfatémico utilizando &cido
fosfonoférmico (PFA), um inibidor especifico do Pit-1. Além disso, o fésforo elevado
estimulou a apoptose nos fragmentos ndo bloqueados pelo PFA, sugerindo que a
apoptose participa do mecanismo de calcificacéo.

Um estudo ainda mais recente mostrou que a dieta enriquecida com fosforo
induz a calcificagdo vascular em ratos urémicos, com aumento da expressédo do
RUNX-2 e do Pit-1 (SETO; HAMADA; TOMINO, 2014). Baseado nestes estudos
propde-se que o fosforo extracelular seja deslocado para o meio intracelular através
do Pit-1 e que este mecanismo esteja potencialmente estimulado em presenca da
hiperfosfatemia da DRC. Grande quantidade de fosforo intracelular sinaliza para o
aumento da expressdo dos genes osteogénicos (RUNX2) e para a supressao de
genes comuns as células lisas do musculo (Figura 3). A implicacdo dessa
remodelacao é a secrecdo de vesiculas de matriz, proteinas de ligacdo com o calcio
(osteocalcina e osteopontina), aumento da matriz extracelular (MEC) rica em
colageno e aumento da producdo de fosfatase alcalina (DHORE et al., 2001;

LONDON et al., 2002; BYON et al., 2008).
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Figura 3. Mecanismo geral da CV. Adaptada de SHANAHAN, C.M. et al. Circulation Research. (2011)109:697-
711
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Processos inflamatorios

O alto teor de fésforo nas células do musculo liso vascular pode induzir a
degradacéo da elastina presente na tunica média. Apés ser degradada, a elastina
possui alta afinidade com cristais de calcio resultando na deposi¢cédo de hidroxiapatita
(OLIVEIRA et al., 2013). Em resposta ao processo de degradacao, o tecido inicia 0
processo de reparacdo mediado por leucocitos e ativacdo de mediadores
inflamatérios (MARCHESI; PARADIS; SCHIFFRIN, 2008; SUZUKI et al., 2003).

A estabilidade da parede vascular € dependente principalmente de colageno e
elastina, e o processo inflamatério induz a formacéo de colageno atipico e a reducéo

da quantidade de elastina nos vasos, contribuindo para a rigidez vascular (HOSAKA
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et al.,, 2009). Este evento é resultante da acdo da elastase, metaloproteinases de
matriz (MMPs) e proteases que dao origem a peptideos capazes de alterar o
sistema de sinaliza¢ao do fator de crescimento transformador beta (TGF-B).

O TGF-B controla principalmente a proliferagcdo e a diferenciagao celular. As
alteracdes causadas pelas MMPs em sua sinalizacdo podem prejudicar a estrutura
da MEC das células do muasculo liso vascular (ZIEMAN; MELENOVSKY; KASS,
2005; SHANAHAN et al., 2011).

O aumento das MMPse consequentemente da remodelacdo da MEC pode ser
mediado pelo sistema renina angiotensina (SRA).Este sistema, um dos mais
importantes sistemas hormonais, regula a homeostase cardiovascular, renal e das
glandulas suprarrenais (FERRARIO; STRAWN, 2006). A clivagem do
angiotensinogénio ocorre por meio de reagdes bioquimicas que envolvem a acgéo da
renina, uma enzima proteolitica ativa, produzida por células justaglomerulares
renais. A renina converte o angiotensinogénio em angiotensina | (Angiol) e esta, €
clivada em angiotensina Il (Angioll) pela enzima conversora da angiotensina (ECA)
(QUINN; WILLIAMS, 1988; NGUYEN et al., 2002; RIELLA, 2003; PACURARI et al.,
2014).

A Angioll regula a producédo de aldosterona, ambas com papel fundamental
na regulacdo da pressao arterial, no balanco do sédio (Na+), potassio (K) e da agua
(H20) (QUINN; WILLIAMS, 1988; FERRARIO; STRAWN, 2006). Potente
vasoconstritor da musculatura lisa dos vasos, a Angioll atua sob ativacdo dos
receptores AT1 e AT2. O primeiro receptor pode ativar vias de sinalizacdo
intracelulares indutoras da producdo de mediadores inflamatérios (TADDEI et al.,
2002). Ja a aldosterona pode mediar mecanismos cardiopatoldgicos incluindo

fibrose e remodelacédo vascular (QUINN; WILLIAMS, 1988).
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Sabidamente, o sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) é atuante
em outros mecanismos além da regulacdo hemodinamica, e existem consideraveis
contribuicdes desse sistema sobre a fisiologia e patologia local, independente da
hipertensdo. O aumento da rigidez arterial € uma dessas patologias (MARCHESI;
PARADIS; SCHIFFRIN, 2008; PARK; LAKATTA, 2012).

Sabe-se que o funcionamento irregular do SRAA leva ao desenvolvimento de
uma variedade de doencas cardiovasculares e, uma das respostas de alteracdes
patoldgicas no tecido vascular € a inflamacédo (SUZUKI et al., 2003; MARCHESI;
PARADIS; SCHIFFRIN, 2008).

A resposta inflamatdria possui dois aspectos: inflamacdo e reparacao.
Primeiramente se inicia uma série complexa de eventos que tentam reconstituir o
tecido danificado por meio de respostas de células mesenquimais, incluindo
hipertrofia, hiperplasia, a producdo da MEC. Em seguida, a leséo inflamatoria gera o
processo de cicatrizacéo levando a formacgao de fibroblastos menos especializados.
Em geral, o processo inflamatoério resulta em alteracdes vasculares, a liberacdo de
leucacitos e o crescimento celular (SUZUKI et al., 2003).

Estudos recentes abordam sobre a importancia da inflamacéo na patogénese
da lesdo vascular e sua associacdo com o aumento da atividade da Angioll. A
Angioll possui acdo no crescimento celular e,0 desenvolvimento de fisiopatologias
associadas a sua elevacao, provoca alteracfes estruturais vasculares causadas por
modificacbes na MEC, induzidas pela producdo de fatores de crescimento,
sobretudo em células do musculo liso vascular (PARK; LAKATTA, 2012;
MONTEZANO et al., 2014; PACURARI et al., 2014). A sinalizacdo de mondcitos e

citocinas inflamatérias pode ser ativada pela Angioll, incluindo o fator de necrose
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tumoral alfa (TNF-a), proteina de mondcitos 1 (MCP-1) e interleucina-6 (IL-6)
(SUZUKI et al., 2003).

O TNF-a é uma citocina pré-inflamatéria capaz de regular alguns genes
inflamatoérios, o estresse oxidativo e as vias de sinalizacdo anti-apoptéticos. O
aumento do TNF-a pode levar ao desenvolvimento de patologias cardiovasculares
(PARAMESWARAN; PATIAL, 2010; PELISEK et al., 2009). No endotélio, o TNF-a
induz a expressdo de MCP-1; IL-6 e de moléculas de adesao celular (CAM)
(RUSSO; LEOPOLD; LOSCALZO, 2002). A inibicdo do TNF-a tem sido sugerida
para melhorar a funcéo do endotélio através do estimulo de regeneracéo das células
endoteliais (KRASINSKI et al., 2001). A inflamacdo causada pela lesdo endotelial
provoca uma cascata de sinalizacdo pro-inflamatoria e a expressédo da molécula de
adesao celular vascular-1 (VCAM-1). A VCAM-1 é regulada pela Angioll e sua
funcdo é recrutar mondcitos do sangue para a parede vascular, liberando outras
citocinas e quimiocinas no local da lesdo. Esse mecanismo pode provocar O
desenvolvimento da doenca vascular, tal como aterosclerose (PUEYO et al., 2000;
NEVES et al., 2005; PACURARI et al., 2014).

A calcificacdo da camada média dos vasos, resultado da deposi¢cdo mineral
em pacientes com DRC, pode ser encontrada em toda a arvore vascular
independente da aterosclerose (SHIOI et al., 2001). Embora sejam patologicamente
distintas, existe uma associacdo entre 0 mecanismo molecular que regula a CV da
intima e da média, agravando ainda mais 0s riscos de eventos cardiovasculares
(WEXLER et al., 1996; OSAKO et al., 2013).

Alguns estudos descreveram o envolvimento do receptor ativador do ligante
do fator nuclear kappa B (RANKL) com a proteina morfogenética 6ssea (BMP) no

desenvolvimento da calcificagdo da intima e da média (PANIZO et al., 2009; OSAKO
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et al., 2010;) destacando a interferéncia da Angioll. Os osteoblastos expressam
RANKL e osteoprotegerina (OPG) que regulam a acdo dos osteoclastos. Segundo
Osako et al. (2013), a Angioll pode induzir a CV por via RANKL in vitro e in vivo e

por outro lado, o bloqueio da Angioll inibe significativamente a CV.

Perda de inibidores de calcificacao

Alguns estudos propuseram terapias capazes de inibir a calcificacdo em ratos
com insuficiéncia renal, mas ainda existem incertezas sobre sua eficacia (PASCH,
2008; O'NEILL; HARDCASTLE, 2012). Outro mecanismo que contribui para a
mineralizagdo vascular € a perda dos inibidores de CV como: Fetuina-A, Proteina de
matriz Gla (MGP), Pirofosfato (PPi) e osteoprotegerina (FREEDMAN et al., 2009;
MONTEZANO et al., 2014).

A fetuina-A é uma glicoproteina do sangue e sua auséncia promoveu a
calcificacdo generalizada em ratos e sua deficiéncia em pacientes com DRC é fator
de risco para alteracbes cardiovasculares correlacionadas a mortalidade
(WESTENFELDA et al., 2007). A MGP possui alta afinidade de ligacdo a ions de
célcio e atua como um inibidor da mineralizacao vascular desempenhando um papel
importante na organizacdo do 0sso. Yao et al. (2013) mostraram que camundongos
gue nao expressavam MGP apresentavam aumento das BMPs, resultando em
transicdo endotelial mesenquimal e no surgimento de células multipotentes
susceptiveis a CV. Alguns desses fatores sao influenciados pela Angioll, que
estimula a expressdao da BMP-2 e também inibe a producdo de MGP (JIA et al.,

2012).
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J& o PPi é um importante inibidor fisiolégico da formag&o de hidroxiapatita e
consequentemente, inibe potentemente a CV. Uma das fungdes principais da
fosfatase alcalina consiste em hidrolisar o PPi (OLIVEIRA et al.,, 2013). A
osteoprotegerina pertence a superfamilia dos receptores TNF (Fator de Necrose
Tumoral) e é um regulador negativo da reabsorcdo éssea inibindo a atividade
osteoclastica (ZHOU et al., 2013).

Ainda ndo existe tratamento direto da calcificagcdo, porém, as medidas
preventivas consistem no controle da hiperfosfatemia, dos niveis de calcio, PTH e
vitamina D (RUSSO et al., 2007). Sendo assim, o conhecimento dos mecanismos
fisiopatoldgicos da CV possibilita a melhor compreensao das propostas terapéuticas

e buscam melhorar os desfechos cardiovasculares em pacientes com DRC.

2.5. QUELANTES DE FOSFORO

Os quelantes de fosforo sdo compostos que tentam restaurar a homeostase
do fésforo, se ligam ao fosforo decorrente da dieta e devem ser ingeridos durante as
refeicbes. Eles impedem que o fosforo seja absorvido e va pra corrente sanguinea,
fazendo com que o mesmo seja eliminando nas fezes (Figura 4) (K/DOQI, 2002;

CARVALHO et al., 2012; KDIGO, 2009).
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Figura 4. Quelante de fosforo. Esquema representando o alimento ingerido junto ao quelante, a atuagdo do
quelante se ligando ao fésforo no intestino e sua eliminacéo nas fezes.

2.5.1. Hidr6xido de aluminio

Drogas a base de aluminio foram os primeiros a serem utilizados, como é o
caso do hidréxido de aluminio (AI(OH)3) que € capaz de quelar o fosforono estbmago
e intestino (HERGESELL; RITZ, 1999). Evidéncias comprovaram que o acumulo de
aluminio no organismo pode potencializar processos inflamatérios e oxidativos
causando danos teciduais (CAMPBELL, 2002). Na pratica clinica, o hidroxido de
aluminio se tornou inviavel devido a toxicidade do aluminio que era absorvido, e esta
relacionado ao desenvolvimento de encefalopatias, anemia microcitica, miopatia,
acumulo de aluminio e intoxicacdo Ossea (PIERIDES et al.,, 1980; HSU; PATEL,;

YOUNG, 1999).
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2.5.2. Sais de magnésio

Os sais de magnésio surgiram como uma alternativa ao uso do Al(OH)s,
isoladamente ou em combinacdo com o célcio. Os sais carbonato de magnésio
(MgCO3) e hidroxido de magnésio Mg(OH), se mostraram eficientes, porém, devido
a disturbios gastrointestinais provocados e a necessidade de ajustes na solucéo de
didlise, estes compostos foram pouco utilizados (SPIEGEL, 2007; TZANAKIS;

OREOPOULOQS; 2009).

2.5.3. Carbonato de célcio (CaCOs;)

O CaCOg3 possui eficacia no controle da hiperfosfatemia e € um dos quelantes
mais utilizados (HILL et al., 2013). No entanto, seu uso prolongado pode
desencadear sobrecarga de calcio, causando intolerancia aos pacientes que podem
apresentar constipacédo ao longo do tratamento e aumento da calcemia (SPIEGEL;
BRANDY, 2012). Este ultimo aspecto, principalmente em pacientes em dialise
comprovadamente acelera o processo de calcificacdo de tecidos moles,
principalmente dos tecidos vasculares (PHAN et al., 2008; MOE et al., 2009).

Em ensaios clinicos com pacientes crénicos em hemodialise, a administracéo
de quelantes a base de calcio foi associada com a progressdo acentuada da
calcificacdo da aorta e com a mortalidade (BLOCK et al., 2005; BLOCK et al., 2007;

DI IORIO, BELLASI, RUSSO, 2012). Além desses efeitos, em situacdes em que o
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sulfato ferroso € administrado aos pacientes, os sais de célcio (carbonato e acetato)

reduzem a absorcéo de ferro no trato gastrointestinal (PRUCHNICKI et al., 2002).

2.5.4. Carbonato de lantanio

O carbonato de lantanio (Lay(COs3)s) € um quelante potente capaz de formar
um complexo insoluvel com o fosforo. Além disso, tem potencial para reduzir o
namero de comprimidos prescritos e aumentar a aderéncia do paciente em
comparacao com outros quelantes de fosforo (SPRAGUE et al., 2009; DAMMENT,
2011). No entanto, o lantanio é um metal raro e normalmente nao é encontrado em
abundancia no organismo do ser humano. Estudos mostraram que a utilizacéo
cronica do carbonato de lantanio pode resultar em acumulo deste metal no figado,
pulmdes e rins (LOGHMAN-ADAHAM, 2003; SLATOPOLSKY; LIAPIS; FINCH,
2005).

Em um estudo experimental foi relatado que a administracdo do (La»(COs3)3)
poderia reduzir o desenvolvimento de calcificacdo das artérias de ratos com DRC
induzida por adenina, mas nao foi capaz de atenuar a progressédo do HPS (NEVEN

et al., 2009; CICERI et al., 2013).
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2.5.5. Cloridrato de sevelamer (Cl-Sev)

Dentre as tentativas de controlar os niveis de fosforo no soro de pacientes
renais crénicos, o Cl-Sev é atualmente o principal medicamento disponivel no
mercado (SESSO; FERRAZ, 2003; NEGRI, 2010; RAGGI et al., 2010; SPAIA, 2011).
Por ser um medicamento eficaz no tratamento da hiperfosfatemia e livre de calcio,
atenua os riscos de CV (SESSO; FERRAZ, 2003). Além disso, estudos mostraram a
reducdo do colesterol total e LDL com uso do Cl-Sev, porém, sugeriu-se a
possibilidade de reducdo de vitaminas, micronutrientes e o sequestro de acidos
biliares liberando moléculas de acido cloridrico no intestino (HERGESELL; RITZ,
1999; BREZINA; QUNIBI; NOLAN, 2004).

O Cl-Sev é uma resina capaz de quelar o fésforo e liberar cloreto no intestino
(CHERTOW,; BURKE; RAGGI, 2002). Uma molécula de cloridrato € liberada por
cada molécula de fosfato ligado no intestino, entretanto, pode haver trocas anionicas
entre cloridrato e bicarbonato levando a perda de bicarbonato nas fezes. Tal perda
contribui para o agravamento da acidose metabdlica que € comum em pacientes na
pré-didlise (BREZINA; QUNIBI; NOLAN, 2004; DE SANTO et al., 2006). Ainda
assim, o Cl-Sev é o quelante de fésforo, livre de célcio, que apresenta melhores
resultados em pacientes renais crénicos, tendo seu uso limitado principalmente pelo

custo elevado (LOCATELLI et al., 2002; QUERFELD, 2005).
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2.5.6. Quitosana Ferro(lll) Reticulada (QTS-Fe(ll)R)

A quitosana (QTS), também conhecida como quitina desacetilada e poli-d-
glucosamina, é um polissacarideo composto de copolimeros de glucosamina e N-
acetilglicosamina (Figura 5) (ANDERSON; NICOLOSI; BORZELLECA, 2005).
Derivada da desacetilacdo parcial da quitina a partir de conchas de crustaceos, a
QTS apresenta um par de elétrons livres no nitrogénio servindo como suporte aos
compostos metalicos adsorventes de fosfato (ILLUM, 1998; JONES; MAWHINNEY,
2006).

Na literatura, foi relatada a possibilidade de sua utilizacdo como agente
redutor do colesterol em estudos com ratos que receberam a droga incluida na dieta
(SUGANO et al., 1978; SUGANO et al., 1980; SUGANO et al., 1988). Embora nao
tenha sido totalmente compreendida, a capacidade de reducédo do colesterol pela
QTS parece estar relacionada as cargas positivas deste composto, que resultam em
sua ligacdo com os acidos graxos livres (liberados a partir da gordura consumida) e
sais (componentes da bile), o que interrompe a absorcdo de lipideos no intestino
(ILLUM, 1998).

A modificacdo da estrutura quimica da QTS ja havia sido relatada por
Shimizuet al. (2008) que sintetizaram novos derivados de QTS complexados a ions
metalicos capazes de quelar o fosforo. Outros estudos mostraram que 0S COmpostos
férricos seriam capazes de formar complexos com o fésforo no intestino (HSU;
PATEL; YOUNG, 1999; MCINTYRE et al., 2009). Sais de ferro como o cloreto férrico
e citrato férrico foram desenvolvidos e testados em ratos urémicos como possiveis

guelantes de fésforo e apresentaram resultados satisfatérios (HSU; PATEL; YOUNG,
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1999). Atualmente quelante a base de ferro foram descritos como capazes de
prevenir as complicagbes do hiperparatiroidismo secundério e da CV (lIDA et al.,

2013, PHAN et al., 2013).

CH,OH

Figura 5. Polimero QTS. Destaque para a terminagdo NH, onde houve modificagdo para sintese da QTS-
Fe(IlR.

O papel da QTS-Fe(lll) (Figura 6) como agente quelante também foi descrito
e essa capacidade vem sendo investigada ao longo dos anos (BAXTER et al., 2000;
BURGER et al., 2001; SHIMIZU, 2008; VALCARENGH]I, 2006; SCHONINGER et al.,
2010).

Estudos experimentais mostraram que a QTS-Fe(lll) reticulada com
glutaraldeido (QTS-Fe(ll)R) é capaz de baixar os niveis de fésforo no soro devido a
sua capacidade de reduzir a absorcéao intestinal do mesmo, em condi¢cdes normais
(BAXTER et al., 2000). Além disso, a utilizacdo QTS-Fe(ll)R manteve normais as
concentracfes de calcio e ferro séricos em ratos com hiperfosfatemia induzida pela

adicao de fosforo na 4gua (BURGER et al., 2001).
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Em uma avaliacdo toxicolégica crénica da administracdo da QTS-Fe(ll)R em
ratos, ndo foi relatado nenhum sinal de toxicidade ou interferéncia no
comportamento dos animais e o tratamento nao interferiu na fungdo renal dos
mesmos (VALCARENGHI, 2006).

A QTS-Fe(lll)R diminuiu a absorcédo intestinal de fésforo em ratos com
diabetes induzida por aloxano, sem sinais bem definidos de desenvolvimento de
insuficiéncia renal (SCHONINGER et al., 2010). Nao ha estudos, porém sobre uso

da QTS-Fe(ll)R em animais com hiperfosfatemia e DRC.

Figura 6. Monémero da QTS-Fe(lll).

2.6. MODELO EXPERIMENTAL

O modelo de nefrite tubulo intersticial causada pela adenina vem sendo o
mais utilizado quando se objetiva estudar o DMO, pois 0 mesmo ndo requer cirurgia

e 0s animais apresentam perda progressiva da funcéo renal, hiperfosfatemia e



46

deposito de célcio nos vasos (PASCH et al., 2008; NEVEN et al., 2009; IIDA et al.,
2013; DE SCHUTTER et al., 2013). O modelo foi proposto por Yokozawa et al.
(1986) com o objetivo de avaliar o metabolismo do &cido Urico e, posteriormente,
avaliar o efeito da adenina sobre a funcéo e histologia renal. A suplementacdo com
0,75% de adenina na dieta de ratos por um periodo de 30 dias mostrou perda
progressiva da funcdo renal, depésito de cristais na luz tubular e no intersticio,
necrose do epitélio tubular e fibrose intersticial (YOKOZAWA et al., 1986).

Estudos posteriores utilizando a suplementacdo com adenina (0,75%) por
um periodo de 4 semanas confirmaram tais achados, evidenciados pelo aumento
das concentracdes de creatinina e fésforo séricos, presenca de anemia, aumento
das concentracdes de PTH e calcificacbes na artéria aorta e coronarias (PASCH et
al., 2008; NEVEN et al., 2009). Price et al. (2006), em um estudo semelhante ja
haviam demonstrado calcificacdo da tunica média da aorta dos ratos utilizados em
seu estudo.

Estudos recentes analisaram os determinantes da CV em ratos com DRC
induzida pela dieta com 0,75% de adenina por 4 semanas, incluindo atividade 6ssea
e o papel de quelantes de fésforo (IIDA et al., 2013; DE SCHUTTER et al., 2013).

Em uma avaliacdo dos efeitos quelantes de fosforo em ratos com DRC, foi
utilizada racdo com 0,75% de adenina por duas semanas e racdo com 0,50% de
adenina nas duas semanas seguintes. Este estudo ndo avaliou a CV desses
animais, porém, demonstrou reducdo dos niveis de FGF-23, PTH e fosforo apds o
tratamento (NAGANO et al., 2006).

Outro aspecto importante deste modelo € que, diferentemente de outros
modelos, ndo requer procedimento cirdrgico, o que leva a alta taxa de sobrevida ao

final do estudo, e principalmente, porque 0s animais apresentam perda progressiva
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e gradual da funcéo renal, semelhante a maioria das causas de DRC (PASCH et al.,
2008; NEVEN et al., 2009). A principal desvantagem € a perda de peso dos ratos,
observa-se que 0s animais que comem ragcdo contendo adenina tém menor ingestao

de ragéo e reduzem excessivamente de peso (PASCH et al., 2008; NGUY, 2012).
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3. HIPOTESE DO ESTUDO

O presente estudo testou a hipétese de que a intervencao terapéutica com
QTS-Fe(lll)R apresenta efeito quelante de foésforo em ratos Wistar com DRC
induzida pela adicdo de adenina na dieta. E ainda, de que o tratamento com a QTS-
Fe(ll)R é capaz de amenizar a CV destes animais, quando comparada aos animais

tratados com CaCOs3 e CI-Sev.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito quelante de fosforo da QTS-Fe(lll)R sobre a CV de um modelo
animal de uremia induzida por adicdo de adenina a dieta e, comparar aos efeitos dos

guelantes CaCOgse CI-Sev.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Acompanhar a progressao da DRC e avaliar os marcadores do DMO: fésforo,
fosfaturia, fosfatase alcalina, calcio, PTH, FGF-23 e densidade é6ssea no

modelo de adenina.

2. Comparar o contetdo de calcio presente na aorta abdominal de animais com

DRC tratados e nao tratados.

3. Avaliar as alteracfes vasculares presentes no arco da aorta dos animas com

DRC tratados e nao tratados.
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4. Avaliar a presenca de calcio depositado no tecido do arco da aorta de animais

com DRC tratados e nao tratados.

5. Comparar a presenga de Angioll e a-actina no tecido do arco da aorta de

animais com DRC tratados e nao tratados.

6. Avaliar os efeitos dos quelantes de fésforo: QTS-Fe(lll)R, CaCO3; e Cl-Sev
sobre os marcadores do DMO na DRC: fésforo, fosfaturia, fosfatase alcalina,

calcio, PTH, FGF-23.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. ANIMAIS

Foram utilizados 72 ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, machos,
com idade de 8 a 12 semanas, pesando de 200g a 300g. Os animais foram obtidos a
partir das colonias do Biotério do Centro de Biologia da Reprodugcdo (CBR) na
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), onde os experimentos foram
conduzidos. Apos o desmame, os animais foram acondicionados em gaiolas de
polipropileno, providas de camas de maravalha e alojados em estantes climatizadas
(Alesco Industria e comércio Ltda., Monte Mor, Brasil). A 4gua e a racao foram
oferecidas ad libitum e a temperatura mantida ao redor de 22°C, com iluminagao
mista — luz natural e lampadas fluorescentes — controladas automaticamente para
acenderem as 6h e apagarem as 18h.

Os procedimentos necessarios para a realizacdo do trabalho estiveram de
acordo com a lei federal 11.794 de 08 de outubro de 2008, com a regulamentacéo
do Conselho Nacional do Controle de Experimentacdo Animal e foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Juiz de

Fora, conforme protocolo n° 031/2013.
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5.2. MODELO EXPERIMENTAL DE DRC

Optou-se pelo modelo de DRC induzido por adenina devido as caracteristicas
j citadas e principalmente por apresentarem calcificacdo dos vasos, ideal para a
avaliacdo deste estudo. Divergindo do modelo original, no qual se relata a inducao
de DRC com o emprego de dieta com adenina a 0,75% durante quatro semanas,
foram acrescentadas mais trés semanas de dieta suplementada com adenina a
0,1%. O objetivo seria ndo so induzir a leséo renal, mas também de manter o animal
com grave disfuncéo renal durante o periodo do estudo, reproduzindo melhor o DMO
e suas consequéncias vasculares. Esta modificacdo foi motivada por um estudo
piloto, realizado por este grupo de pesquisa, que encontrou recuperagao importante
da funcéo renal trés semanas ap0s a suspensao da dieta com 0,75% de adenina
oferecida durante trés semanas.

Portanto, neste estudo, os animais dos grupos com DRC receberam racao
suplementada com adenina a 0,75% durante quatro semanas e suplementada com
adenina a 0,1% por mais trés semanas (Figura 7). A racdo foi produzida em um

unico lote (Pragsolucdes S.A., Jau, Brasil).
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5.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para os objetivos descritos, os animais foram randomicamente divididos em 5

grupos (Figura 7):

CONTROLE (n=24): Os ratos receberam ragcao padrdao e nenhum tipo de tratamento,

somente 1mL de &gua destilada/150g de peso a partir da terceira semana do estudo.
Foram realizadas eutanasias de 8 animais ao final da terceira, quarta e sétima

semanas.

DRC (n=24): Os ratos foram submetidos a inducdo da DRC conforme foi descrito e
nao foram tratados, somente receberam 1mL/100g de agua destilada a partir da
terceira semana do estudo. Foram realizadas eutanasias de 8 animais ao final da

terceira, quarta e sétima semanas.

DRC-QTS (n=8): Neste grupo os animais foram submetidos a inducdo da DRC

conforme foi descrito e foram tratados com QTS-Fe(lll)R a partir da terceira semana

do estudo. Foram realizadas eutanasias de 8 animais ao final de sete semanas.

DRC-CaCOg3 (n=8): Neste grupo os animais foram submetidos a inducédo da DRC
conforme descrito e foram tratados com CaCOg3 a partir da terceira semana do

estudo. Foram realizadas eutanasias de 8 animais ao final de sete semanas.
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DRC-SEV(n=8): Neste grupo os animais foram submetidos a indugdo da DRC

conforme descrito e foram tratados com CI-Sev a partir da terceira semana do

estudo. Foram realizadas eutanasias de 8 animais ao final de sete semanas.

0 21 28 49
l l 5 Dias
| | >
| Tratamento
Controle | Dieta Padrdo
DRC | Adenina 0,75% | Adenina 0,10%
DRC-QTS | Adenina 0,75% | Adenina 0,10%
DRC-CaCO3 | Adenina 0,75% | Adenina 0,10%
DRC-SEV | Adenina 0,75% | Adenina 0,10%
Semanas
| 1 1 | | | 1 |
1 2 3 4 5 6 7

Figura 7. Desenho Experimental.

Durante o experimento foram avaliados semanalmente o consumo de ragao e
as medidas de peso. No dia anterior as eutanasias, 0s animais ficaram mantidos em
gaiolas metabdlicas, onde foi mensurado o consumo de agua e o volume total de
diurese através da coleta de urina de 24 horas. Antes da coleta de sangue 0s
animais foram pesados e anestesiados com a associacdo de xilazina (Konig S.A,
Avellaneda, Argentina) na dose de 10mg/kg e cetamina (Konig S.A, Avellaneda,
Argentina) na dose de 90mg/kg, aplicados por via intraperitoneal. Foi realizada
puncdo cardiaca para obtencdo de sangue e em seguida os animais foram

eutanasiados por ruptura do diafragma (WOLFENSOHN; LLOYD, 1994).
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As amostras de urina, centrifugadas a 3.000rpm durante 10 minutos em
centrifuga refrigerada automética (Sorvall, Suwanee, EUA). O sangue também foi
centrifugado sob as mesmas condi¢cdes para separacdo do soro. Ambas as
amostras foram acondicionadas em tubos criogénicos sob refrigeragéo a -80°C em
ultra freezer vertical (Thermo Scientific, Suwanee, EUA) para posterior analise.

A aorta toracica foi retirada e fixada, um segmento da aorta abdominal foi
armazenado em tubos criogénicos e mantido sob refrigeracéo a -80°C para posterior
avaliacdo do contetdo de calcio. O fémur esquerdo de cada animal foi retirado e
fixado em alcool 100% e posteriormente submetido a captura de imagens utilizando

raios-x.

5.4. TRATAMENTO COM QUELANTES DE FOSFORO

A administracdo dos quelantes foi realizada apds a terceira semana de
experimento conforme desenho experimental (Figura 7), uma vez ao dia por via
intragastrica. Os animais dos grupos CONTROLE e DRC receberam diariamente

1mL de agua destilada para cada 100g.
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5.4.1. QTS-Fe(llR

A QTS-Fe(ll)R foi sintetizada e fornecida pela Universidade Federal do Vale
do Itajai (UNIVALE) sob responsabilidade do Prof. Dr. Clovis Antdnio Rodrigues. A
concentracdo de Ferro no polimero é de 80mg/g. A droga foi suspensa em agua
destilada, na concentragdo de 5mg/mL, e administrada na dose de 30mg/kg/dia aos

animais do grupo DRC-QTS (BURGER et al., 2001).

5.4.2. CaCOs

Conforme o desenho do estudo, o grupo DRC-CaCOs; foi tratado com CaCOg3
(Os-cal, 500mg/comp, Sanofi, Sdo Paulo, Brasil) na dose de 500mg/Kg/dia. A dose
foi calculada com base no consumo minimo diario e em resultados encontrados na
literatura utilizando 3% de CaCOj; adicionado a dieta (PHAN et al., 2008; PHAN et
al., 2013). O comprimido foi triturado e suspenso em agua destilada, na

concentracédo de 60mg/mL.
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5.4.3. Cl-Sev

O grupo DRC-SEV foi tratado com CI-Sev (Renagel, 800mg/comp, Genzyme
Ireland Ltd., Waterford, Irlanda) na dose de 500mg/Kg/dia (BEHETS et al., 2005). O

comprimido foi dissolvido em agua destilada, na concentracdo de 60mg/mL.

5.5. PARAMETROS AVALIADOS

5.5.1. Pesos

Foi realizada avaliacdo das alteracfes de peso registrando-se semanalmente
0 peso em gramas de cada animal, em balanca analitica (Bel Equipamentos

Analiticos Ltda., Piracicaba, Brasil).

5.5.2. AvaliacBes no soro e urina

Foram realizados os testes para dosagens de creatinina sérica e urinaria
(Creatinina K), fésforo sérico e urinario (Fésforo UV Liquiform), calcio sérico total

(Célcio Liquiform) e fosfatase alcalina (Fosfatase Alcalina Liquiform) de todos os
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grupos (Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa, Brasil). O equipamento utilizado
para tais andlises foi o analisador automatico Labmax Progress (Labtest Diagndstica
S.A., Lagoa Santa, Brasil).

Além disso, foram realizadas as dosagens de PTH (Rat Intact PTH ELISA Kit,
Immutopics, San Clemente, EUA) e FGF-23 (FGF-23 ELIZA Kit, Cloud-Clone Corp.
Houston, EUA) no soro dos animais em leitora de ELISA (R&D Systems,

Minneapolis, EUA).

5.5.3. Func¢éo renal

A funcéo renal foi avaliada seguindo técnicas laboratoriais de rotina (CASTRO
et al., 2014), pela creatinina sérica e pela depuracdo da creatinina (Clcr), calculada
pela diferenca entre o produto da creatinina urinaria e o fluxo urinario de 24 horas,
divididos pelo valor da creatinina sérica. Os valores do Clcr foram corrigidos para

100g de peso do animal e expressos em mL/min/100g:

Clcr = creatinina urinaria (mg/dL) x fluxo urinario (mL/min)

creatinina sérica (mg/dL)
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5.5.4. Eficiéncia quelante

A eficiéncia do quelante foi mensurada pelas dosagens de fosforo sérico e
pela estimativa da fracdo de excrecao urinaria de fésforo (FeP). A FeP é estimada

pela seguinte férmula:

FeP% = (fésforo urinario (mg/dL) x creatinina sérica (mg/dL)) x100

fosforo sérico (mg/dL) x creatinina urinaria (mg/dL)

5.5.5. Densidade 6ssea

O fémur esquerdo de 6 animais dos grupos CONTROLE E DRC foram fixado
em alcool 100% e posteriormente foram capturadas imagens de Raio-x utilizando o
sistema de imageamento in vivo Kodak Image Station PRO (Carestream Health Inc.,
Rochester, NY, EUA) equipado com uma camera CCD. As imagens de raio-x foram
obtidas utilizando os seguintes parametros: 60 segundos de tempo de exposicao,
binning de 2 x 2, KVP de 35, filtro de aluminio de 0,8 mm, f-stop 2,8 e campo de
visdo (FOV) de 80 mm, através do software Carestream MI Application verséo
5.0.2.30 (Carestream Health Inc.) (BARBOSA et al.,, 2011). As imagens foram
convertidas em densidade Optica e a média de intensidade foi obtida a partir da area
total do fémur, a qual foi delimitada utilizando a ferramenta de selecdo automatica.

As medi¢Oes sdo realizadas em unidades arbitrérias (u.a.).
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5.5.6. Calcificagéo vascular (CV)

Para avaliacdo da CV, o conteudo de calcio na aorta abdominal foi
guantificado, foram avaliadas as alteragcdes vasculares no arco da aorta com
coloracdo de Hematoxilina-eosina e o depdsito de célcio pela coloracdo de Von
Kossa. Foram utilizados anticorpos especificos para identificacdo da expressédo da
Angioll e a-actina pela técnica de imuno-histoquimica. Tais avaliagbes foram
realizadas ao final de 4 semanas para os grupos CONTROLE e DRC e ao final do

experimento (7 semanas) para todos 0s grupos.

5.5.6.1. Contelido de calcio na aorta

Uma porcédo da artéria abdominal foi armazenada em criotubos e mantida em
freezer (-80°C) para a determinacdo do conteudo de calcio. O fragmento foi
desidratado em estufa a 60°C por 24 horas e posteriormente triturado, pesado e
solubilizado em uma solucdo de acido cloridrico (HCI) (Vetec, Duque de Caxias,
Brasil) a 0,6N (40 mL HCIl/g de tecido) por 48 horas. A solucdo resultante foi
centrifugada a 3.000rpm por 10 minutos, em centrifuga refrigerada, obtendo-se o
sobrenadante para a dosagem da concentracdo de calcio (Calcium Dry — Reagent
Set, Pointe Scientific, Inc. Canton, EUA). A leitura foi realizada em

espectrofotdmetro, em luz visivel com comprimento de onda de 570nm. O teor de
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céalcio da aorta abdominal foi expresso como mg de calcio por g de peso seco e

foram avaliados 6 animais de cada grupo (FERRARI, 2012; MACCABE et al., 2013).

5.5.6.2. Avaliacdo da parede das artérias

5.5.6.2.1. AlteracBes vasculares e depdsito de célcio

Apés a eutanasia e a retirada dos 0rgaos, a aorta toracica foi fixada em formol
10% e posteriormente submetida ao processamento histologico. Durante
procedimento, o orgao foi desidratado por banhos crescentes de alcool (70%, 80%,
90%, 100%), diafanizado por xilol (Vetec, Duque de Caxias, Brasil), e impregnado
em parafina (Erviegas, Sdo Paulo, Brasil) fundido a temperatura de 56°C a 58°C,
usando-se trés banhos (TOLOSA et al., 2003). Os fragmentos da aorta de cada
animal foram dispostos transversalmente no mesmo bloco.

Os blocos foram cortados em microtomo de rotacdo (Microm, Walldorf,
Alemanha) obtendo-se cortes de cinco micrometros, alocando-se 2 cortes em cada
lamina. Foram utilizadas laminas histologicas para microscopia (Easypath,
Indaiatuba, Brasil) e laminas silanizadas para a imuno-histoquimica (Easypath,
Indaiatuba, Brasil). As laminas histolégicas foram submetidas as coloracdes de
Hematoxilina-eosina e Von Kossa.

Na coloracdo de Hematoxilina-eosina (Synth, Diadema, SP), a hematoxilina

cora em azul ou violeta o nucleo das células e outras estruturas acidas (como
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porcdes do citoplasma ricas em RNA e a matriz da cartilagem hialina). A eosina por
outro lado, cora o citoplasma e o coldgeno em rosa. Com o auxilio de um
microscépio O6ptico (Axiophot HBOS50, Carl Zeiss, Goettingen, Alemanha), sob
aumento de 400x, avaliamos a aorta toracica (em média 20 campos por lamina) de 8
animais de cada grupo, atribuindo os seguintes escores (CUSTODIO et al., 2012):
(0) normal: sem alteracdes;

(1) leséo leve: descontinuidade parcial ou total de intima ou fibras elasticas;

(2) lesdo moderada: descontinuidade parcial ou total da intima ou fibras elésticas e
desorganizacao da camada média,

(3) lesdo grave: descontinuidade parcial ou total da intima ou fibras elasticas,
desorganizacao da camada media e calcificacdes.

Animais com escores 0 e 1 foram classificados como sem lesédo ou lesdo
vascular inicial e aqueles com escores 2 ou 3 como lesdo vascular estabelecida. A
coloracédo de Von Kossa foi utilizada para identificar pontos de calcificacdo no arco
da aorta (Figura 8). As laminas foram tratadas pela solugéo de nitrato de prata a 5%
(Sigma Chemical, St Louis, EUA) e expostas a lampada ultravioleta. Em seguida
tratadas com tiossulfato de sodio a 5% (Sigma Chemical, St Louis, EUA) e
contracoradas com eosina. O nitrato de prata exposto a luz ultravioleta marca de
preto os sais de calcio enquanto a eosina cora o citoplasma de rosa (NEVEN et al.,

2009; SETO; HAMADA; TOMINO, 2014).
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Figura 8. Coloracdo de Von Kossa para avaliagdo semi-quantitativa. Imagem representativa de cortes de

tecido da aorta toracica para avaliagdo das alterages vasculares: (A) Sem leséo. (B) lesédo leve. (C) lesédo

moderada. (D) leséo grave.

5.5.6.3. Imuno-histoquimica

Utilizamos anticorpos especificos para identificacdo da expressédo de Angioll,
para avaliacdo da inflamacéo pré calcificacdo e de a-actina, para avaliacdo da
integridade da estrutura constitutiva do vaso. O controle negativo do método foi
realizado em todos 0s experimentos omitindo-se o anticorpo primario especifico.

As laminas foram desparafinizadas conforme técnicas laboratoriais de rotina:

1. 30’ em estufa a 60°C

2. 3 banhos em xilol por 9’

3. 2 banhos em alcool 100% por &’

4. 1 banho em éalcool 90% e 80% por 3’ cada.

Apés a desparafinizacdo as laminas foram hidratadas e em seguida, para
exposicao antigénica, foram imersas em tampao citrato (2,1g de acido citrico mono
hidratado dissolvido em 1000mL de agua destilada, ajustando o pH=6,0 com NaOH)
e lavadas ao forno de micro-ondas (Sanyo, Sao Paulo, Brasil) com poténcia de 2400
watts. Este procedimento foi realizado duas vezes durante 10 minutos cada, e apés

resfriadas, as laminas foram lavadas em tampéo preparado na propor¢do de 1:10
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(Wash buffer - Tris-salino tamponado (10x) contendo Tween 20, pH 7,6+ 0,1) (Dako,
Glostrup, Dinamarca). As rea¢Bes de imuno-histoquimica, para identificacdo da
expressdo de Angioll e a-actina foram realizadas pela técnica avidina-
biotina/fosfatase alcalina.

ApOs a exposicdo antigénica, foi realizado o bloqueio da avidina e da biotina
endogena (Dako, Glostrup, Dinamarca) 15 minutos cada um, seguido de bloqueio
inespecifico com soro ndo imune (Protein Block Serum-Free: 0,25% de caseina em
PBS contendo proteina de estabilizacdo e 0,015mol/L de azida de sodio) (Dako,
Glostrup, Dinamarca) durante 30 minutos (CUSTODIO et al., 2012).

Para avaliagdo da Angioll, os cortes foram entdo incubados com anticorpo
primario policlonal de coelho anti-Angioll (Penisula, Belmont, EUA) na diluicdo de
1:400 overnight, em temperatura controlada de 4°C, em camara Uumida. A etapa
seguinte consistiu na incubacédo com imunoglobulina biotinilada de cabra anti-coelho
(Vector, Burlingame, EUA) na diluicdo de 1:1000, durante 45 minutos e em seguida
com o complexo avidina-biotina/fosfatase alcalina (Vector, Burlingame, EUA),
durante 30 minutos. O tempo de revelacdo com o substrato cromogénico (Fast red -
Sigma Chemical, St Louis, EUA) foi de aproximadamente 8 minutos e a contra
coloracédo realizada com hemalumbre de Mayer (Merck, Darmstadt, Alemanha). As
células que expressaram a Angioll apresentaram cor vermelha.

Os cortes para avaliagdo de a-actina foram incubados overnight com o
anticorpo primario monoclonal de camundongo anti-a-actina de musculo liso (Sigma
Chemical, St Louis, EUA) na diluicdo 1:800, com temperatura de 4°C, em camara
Umida. A seguir os cortes, foram incubados com imunoglobulina biotinilada anti-
camundongo adsorvida em rato (Vector, Burlingame, EUA) na diluicdo de 1:200

durante 45 minutos, seguida de nova incubagcdo com o complexo avidina-
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biotina/fosfatase alcalina (Vector, Burlingame, EUA), durante 30 minutos. O tempo
de revelacdo com o substrato cromogénico (fast red) variou de 2 a 3 minutos e a
contra-coloracéo foi feita com hemalumbre de Mayer. As células que expressavam

a-actina apresentavam cor vermelha.

5.5.6.3.1. Quantificacdo da expressao de Angioll e a-actina

Na avaliacdo da expressdo de Angioll, foi utilizada a técnica de contagem
direta de células marcadas em cada campo. Um microscopio optico (Axiophot
HBO50, Carl Zeiss, Goettingen, Alemanha) dotado de camera para captura das
imagens acoplado ao computador (Axiocam ICc3, Carl Zeiss, Goettingen, Alemanha)
foi utilizado para fotografar e analisar 25 campos consecutivos e nao sobrepostos,
sob aumento de 400x. Em cada campo foi mensurado o namero total de células,
este valor foi dividido pela area do tecido naquele campo, obtendo-se a relacéo de

células marcadas (expressdo de Angioll) por micrdmetro quadrado (p?) (Figura 9).
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Figura 9. Avaliacdo da expressao de Angioll. Imagem representativa de um corte de tecido da aorta toracica

com destaque para as células marcadas expressando Angioll (setas).

A guantificacdo da expressao de a-actina foi realizada com avaliacdo semi-
guantitativa, empregando-se o0 seguinte escore: (1) marcacdo fraca ou ausente,
restrita a poucas areas da camada meédia; (2) marcacdo moderada, irregular e
dispersa na camada média; (3) marcacéo intensa e uniformemente distribuida na
camada média (Figura 10). Em cada grupo avaliamos 5 animais e 2 fragmentos por

individuo (CUSTODIO et al., 2012).
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Figura 10. Avaliagdo semi-quantitativa da expressdo de a-actina. Imagem representativa de um corte de
tecido da aorta toracica. (A) Marcacéo fraca (<25%) ou ausente. (B) marcacdo moderada (25% a 75%). (C)

marcacao intensa (>75%).
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5.6. ANALISE ESTATISTICA

Os valores estdo expressos como meédia e desvio padrdo ou mediana com
minimo e maximo, caso ndo apresentassem distribuicdo normal. O teste de Shapiro-
Wilk foi usado para avaliar a normalidade da distribuicdo das variaveis. A
comparacao entre os grupos Controle e DRC foi realizada utilizando o teste T de
Student. A comparacao de todos os grupos foi feita usando ANOVA seguida do teste
de Tukey para variaveis de distribuicdo normal e teste de Kruskal-Wallis seguido do
teste de Dunnet para as variaveis ndo paramétricas. Foi considerado significativo o
valor de p<0,05. Todos os calculos estatisticos foram realizados no programa SPSS

13,1® (Chicago, EUA).
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6. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados na forma de dois artigos. O primeiro:
Digital radiography as an alternative method in the evaluation of bone density in
uremic rats dos autores: Barbara Bruna Abreu de Castro, Wander Barros do Carmo,
Jasmin, Roberto Sotto-Maior Fortes de Oliveira, Vera Maria Peters, Hélady Sanders-
Pinheiro, que foi submetido a revista Clinical and Experimental Pharmacology and
Physiology. O segundo: Efeito do quelante de fosforo Quitosana-Fe(lll) reticulada

sobre a calcificagdo vascular em ratos urémicos.
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ABSTRACT

Densitometry measures with Dual-energy X-ray Absorptiometry (DXA) and
Quantitative Computed Tomography (QCT) are frequently used to evaluate bone
density (BD). Digital radiography (DRx) may provide a suitable alternative to
investigate bone mineral disorder (BMD) and loss of bone density (BD) in rodent
models of chronic kidney disease (CKD). The objective of this study was to use DRx
to evaluate BD in CKD rats, and to evaluate the correlation between DRx findings
and serum markers of BMD. Uremia was induced by feeding Wistar rats an adenine-
enriched diet (0.75% for 4 weeks/0.10% for 3 weeks) and comparing outcomes to a
control group at experimental weeks 3, 4, and 7. The following biochemical markers
were measured: creatinine clearance (CrC), phosphorus (P), calcium (Ca), fractional
excretion of phosphorus (FeP), alkaline phosphatase (ALP), fibroblast growth factor-
23 (FGF-23) and parathyroid hormone (PTH). DRx imaging was performed on the left
femur using a Kodak In vivo Image Station PRO. As expected, at week 7, uremic rats
presented with reduced CrC and higher levels of P, FeP, AP compared to controls.
DRXx confirmed inferior BD in uremic animals (0.57+0.07 vs. 0.68+0.06 a.u.; p=0.016),
compared to controls, at the end of week 7, when BMD was more prominent. BD
measured on DRx correlated to P (r = -0.81; p=0.002), ALP (r= -0.69, p=0.01) and
PTH (r = -0.83, p=0.01). In conclusion, in this uremic model, BD quantified by DRx

was associated with the typical complications of BMD in CKD.

Key words: Bone Mineral Density; Diagnostic X-Ray; Experimental Models; Kidney

Failure, Chronic; Renal Osteodystrophy.
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INTRODUCTION

The human skeleton is composed of about 80% compact cortical bone and
20% trabecular, or spongy, bone. Due to its higher surface area to volume ratio,
trabecular bone has a turnover rate which is approximately 8 times faster than that of
compact bone, as well as being highly responsive to metabolic stimuli (1). This high
rate of turnover makes trabecular bone the primary site for the detection of early
bone loss that precedes fractures, as well as for monitoring the efficacy of different
treatments aiming to prevent, or slow down, bone loss in clinical populations (2,3).
Thus, the evaluation of bone density (BD) is considered as a major clinical tool for
the detection of pathologies affecting bone structure (4).

Density is defined as the relationship between the mass and the volume of a
particular structure. In bone, density is assessed using densitometry methods which
are based on the principle of differential absorption of photons by tissues of different
radiodensities, as well as by different regions of varying radiodensities within the
same tissue. For bone, the absorption of photons is directly related to the thickness
and composition of the bone tissue. Therefore, as BD decreases, less photons are
absorbed, resulting in less attenuation of the radiographic signal (5-9).

Dual-energy X-ray Absorptiometry (DXA) is the most widely used densitometry
method to evaluate BD in the general population, as it is non-invasive, uses low
doses of radiation, and provides high precision and good sensitivity and specificity to
BD (7,10). Increasingly, quantitative computed tomography (QCT) is being used as
an alternative method, sharing the same attributes as DXA but with the added
advantage of providing separate assessment of the BD of cortical and trabecular

bone (5,6).
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In patients with chronic kidney disease (CKD), histomorphometry is
considered as the gold standard for the assessment of BD. As histomorphometry is
highly invasive, alternative, non-invasive, methods are being studied, combining
imaging techniques with analysis of biomarkers of bone turnover in order to assess
the risk for fracture in patients with CKD (9,11,12).

However, in experimental studies, the digital radiography (DRXx) has also been
used for the evaluation of BD (13-15). With DRx, digital images are obtained
electronically, converted to numerical data using custom software, sampled, and
stored for off-line analysis. For analysis, the digital image is divided into pixels, and
the grey scale tone for each pixel is numerically coded. So, each pixel is associated
with a number representing the color of this area of the image or the intensity of gray
tones. In this way, the image is converted into a set of numbers and can be
visualized on computer screen or be printed for analysis (16-18). To date, DRx has
not been used for analysis of bone mineral disorder (BMD) in experimental models of
CKD.

The objective of this study was to evaluate BD in uremic rats by using DRX,
and to evaluate the association of image-based measures with the biochemical

markers of renal BMD.

RESULTS
Mortality and Metabolic Parameters

Only one animal died in the Uremic group at week 3. Food intake was low for
animals in the Uremic group over the first 3 weeks of the experiment, but increased
after the week 4 when the concentration of adenine was changed from 0.75% to

0.10%. Maximum body weight loss (47%) in animals in the Uremic group occurred at
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week 4, with no significant change in weight for the animals in the Control group.
Diuresis was significantly increased in the Uremic group, reaching levels 3 to 4 times
higher than in animals from the Control group; as well, water intake was higher for

the Uremic group at all time-points of measurement (Figure 1).

Biochemical Parameters

The effects of the adenine enriched diet on creatinine clearance (CrC) are
shown in Figure 2A. CrC was markedly decreased in the Uremic group at week 4,
following the initial diet with 0.75% adenine enrichment for 4 weeks, with levels of
0.11 + 0.04 mL/min/100 g compared to 0.75 = 0.44 mL/min/100 g for animals in the
Control group (p=0.016). This renal dysfunction in the Uremic group persisted 3
weeks after the reduction of dietary adenine concentration to 0.1%, with CrC levels at
week 7 of 0.16 = 0.06 mL/min/100 g compared to 0.62 + 0.29 mL/min/100 g for the
Control group (p=0.01).

The renal dysfunction was associated with BMD characterized by specific
biochemical abnormalities. Hyperphosphatemia was found in the Uremic animals at
the 3 time-points of measurement (Figure 2B). Serum phosphorus (P) levels in the
Uremic group doubled, compared to animals in the Control group, at week 4, with
levels of 14.70 + 4.87 mg/dL and 7.11 £ 0.71 mg/dL, respectively (p=0.01). P levels
remained high at week 7, with values of 10.61 + 2.49 mg/dL and 6.82 +0.53 mg/dL
for the Uremic and Control groups, respectively (p=0.001) (Figure 2B). There were
significant differences between the groups in CrC and P in all evaluated points,
confirming renal dysfunction and hyperphosphatemia.

Alkaline phosphatase (ALP), a marker of bone dysfunction, was statistically

higher in the Uremic group, compared to the Control group, at all 3 time-points of
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measurement (Figure 2C). In the Uremic group, ALP gradually increased to 383.14 *
109.55 u/L at week 3, 452.71 + 153.43 u/L at week 4, and 561 +90.90 u/L at the end-
point of the experiment, week 7. The fractional excretion of phosphorus (FeP)
increased while the renal function worsened. The FeP levels were elevated for
animals in the Uremic group, compared to the Control group, at the 3 time-points of
measurement (Figure 2D). FeP levels in Uremic animals increased to 34.21 + 8.63%
and 71.59 + 20.23% at weeks 3 and 7, respectively, compared levels of 20.06 +
16.83% at week 7 for animals in the Control group. While serum calcium (Ca) levels
were comparable between both animal groups at weeks 3 and 4, levels were
elevated for animals in the Uremic group at week 7 (Figure 2E).

An increase in fibroblast growth factor-23 (FGF-23) levels was expected to
parallel the increase in renal dysfunction. In our animal model, however, levels of
FGF-23 presented a tendency to be higher only at week 3 (Figure 2F). While
parathyroid hormone (PTH) levels were widely variable in the Uremic group, levels
were consistently higher compared to the Control group at weeks 3 and 4 (Figure
2G). Comparative values were of 2,659.20 + 392.57 pg/dL vs. 214.84 + 53.31 pg/dL
(p=0.001), respectively, for the Uremic and Control groups, at week 3, and 3,769.40
+ 1693.62 pg/dL vs. 214.84 + 53.31 pg/dL (p=0.01), respectively, at week 4. At week
7 there was only a tendency to the PTH levels in Uremic group to be higher (5,940.2

+ 5,740.35 pg/dL vs. 272.3 + 192. 22 pg/dL; p=0.09) (Figure 2G).

Evaluation of BD by DRx
Comparative qualitative analysis of the BD images of the left femurs of
animals from the Uremic and Control groups are shown in Figure 3A,B. The left

femur of Uremic animals showed several areas of severe bone reabsorption,
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indicative of bone rarefaction. Areas of diminished cortical bone thickness and
expansion of trabecular bone were identified surrounding regions of rarefaction
(Figure 3A”). Mean optical density analysis of the entire femur, shown in Figure 3B,
indicated significantly lower BD in the Uremic group, with BD values of 0.57 + 0.08
a.u., compared to 0.73 = 0.10 a.u. for the Control group (p=0.01) at week 4, and 0.58

+ 0.07 a.u. vs 0.68 = 0.06 a.u., respectively, at week 7 (p=0.016).

Association Between BD by DRx And Biochemical Parameters At Week 7
Results of Pearson’s correlation analysis, evaluating the association between
BD, measured by DRx, and selected biochemical parameters of BMD in CKD, are
shown in Figure 4. The analysis revealed a significant inverse correlation with
between BD and P (r = -0.81; p = 0.002), ALP (r=-0.69, p=0.01), and PTH (r = -0.83,

p = 0.01).

DISCUSSION

Changes in biochemical markers of BMD in CKD correlated with reduced BD
measured by DRX, providing evidence of the application of DRx as a valid method for
the evaluation of BD in uremic experimental models. CKD induces significant change
in bone remodelling mechanisms, resulting in an imbalance between bone formation
and reabsorption. The resulting changes in mineral organic content of bone can be
measured by various methods (9,19). To our knowledge, the application of DRx for
analysis of BD in uremic experimental models has not been previously evaluated.
Recently, the analysis of BD in patients with CKD has gained importance in clinical
practice because of its association with increased risk for fractures, and increased

overall and cardiovascular mortality (20).
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The adenine model was first described in the 70s and 80s by Yokozawa (21).
In our study, we adapted their methods to maintain the induced deterioration in renal
function over a longer period of time; our adapted methods have been previously
described (22). Damment et al. modified the original protocol of feeding animals with
0.75% adenine for 4 weeks, by adding a maintenance phase consisting of a 0.1%
adenine diet for 18 weeks (22). In our study, we used the initial 4 weeks of 0.75%
adenine feeding and added 3 weeks of 0.1% adenine feeding. Our adapted adenine
feeding protocol aimed to extend the period of renal dysfunction while reducing
negative effects of the adenine-enriched diet on weight loss and mortality (21,22). In
fact, our data at week 7 indicate that animals with adenine-induced CKD presented a
partial weight recovery and a normalized food intake after changing the adenine
supplementation from 0.75% to 0.10% at week 4. In our experimental Uremic group,
only one animal did not survive.

Our experimental model produced renal injury predominantly to the
tubulointerstitial compartment of the kidney, with resulting polyuria, and polydipsia
(21,23) which were confirmed by findings of typical histological changes (data not
shown). Glomerular filtration rate (GFR), estimated by CrC, was reduced by 75%,
from normal values, in the Uremic group at the end of the experiment, week 7. The
Kidney Disease: Global Improving Outcomes (KDIGO) classifies CKD into five
categories of progressively decreasing function based on the GFR (24). Extrapolating
our data to this classification of renal dysfunction in humans, we can infer that the
reduction in GFR of the animals in the Uremic group was equivalent to patients with
category 4 CKD.

Abnormalities in BMD are commonly evident at this category of CKD (25).

However, CKD BMD is already present early in the course of CKD, with abnormal
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serum levels of P, Ca, FGF-23, PTH, and calcitriol concentrations preceding
identifiable changes in BD. These early changes were demonstrated by Pereira et
al., who reported increased FGF-23 production by osteocytes in patients with
category 2 CKD (25-28). In the transition from CKD category 2 to 3, reduction of GFR
promotes a P overcharging, which stimulates the secretion of FGF-23 and increases
phosphaturia (29-31). As CKD progresses, increased levels of FGF-23 reduce
calcitriol levels and, consequently, increase levels of PTH in an attempt to maintain P
homeostasis (27,32). The biochemical changes, mainly hyperphosphatemia, are
most evident when patients progress to category 4 CKD (33,34).

In addition to the reduction in CrC, our data reproduced the kinetics of both
early and late biochemical indicators of CKD BMD; early biochemical markers
included a rise in FeP and FGF-23 levels, with elevation of PTH levels and
hyperphosphatemia as late markers. In experimental models, these biochemical
changes, and hyperphosphatemia more specifically, have been correlated to an
increased prevalence of vascular calcification, bone disorders and mortality (35-37).
ALP is another biochemical marker of CKD that has traditionally been linked to bone
remodelling and to cardiovascular risk in uremic patients, also augmented as the
renal function decreases (38-40).

In animal models, bone abnormalities have predominantly been associated to
elevated levels of PTH. Classical features of bone histomorphometry (bone fibrosis,
porosity and osteoid formation) and DXA imaging findings paralleled increasing
levels of PTH in uremic rats (41,42). In our model, PTH levels increased during the
experiment, but reached statistical difference to levels in the Control group only at the
early time-points of measurement. The absence of between-group differences at later

time-points of measurement likely reflects the large between-animal variability in PTH
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levels. Such high variability in PTH levels have previously been described in rodent
models of CKD (23,41,43).

A high prevalence of fractures is described in patients with CKD, when
compared to the general population, showing that renal dysfunction carries additional
risk for this condition (44-46). After the 2012 KDIGO guidelines, the evaluation of BD
has increasingly been included as a component of the clinical investigation of CKD
patients, justified by the importance of early diagnosis of fracture risk, as well as by
the need to evaluate new therapies aiming to preserve bone mass in this population
(12,47). The risk of bone fracture is defined as a bone's capacity to maintain its
structure under an applied force. This capacity of bone is directly related to BD, bone
guality and also to bone remodelling (48,49). BD is the fraction of bone than can be
guantified. While commonly evaluated by DXA, BD has more recently been
evaluated by QCT, which discriminates cortical and trabecular bone (9,47,50).
However, rapid and less expensive techniques, like DRx, can also be applied to
assess trabecular bone mass, as well as the more general features of disease-
related changes in BD. DRx has the advantage of being less complicated to use than
DXA and QCT and is more feasible to use in basic research (11,18,51). DRx has
increasingly been used to provide surrogate measures of BD in small animals
(52,53,13-15,18). DRx imaging was reported to be comparable to other imaging
techniques (DXA and QCT), biochemical markers and histological patterns for
differentiating normal and developing bone (13,14,18), as well as for identifying
effects of various conditions on bone health, including diabetes mellitus (53), titanium
implants (52), disuse-induced bone loss (15), and osteoporosis (54). Our review of
existing research did not identify whole bone assessment of BMD in experimental

models of CKD. In our experiments, lower BD was identified in uremic animals at all
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time-points of measurement. Bone changes, identified by DRX, correlated to changes
in markers of BMD featured by the elevation of PTH, P, and ALP. Therefore, there
was a direct link between bone loss identified on DRx imaging and bone disease high
turnover found in CKD (39,55-57). However, we reported an inverse correlation
between PTH, P and ALP and BD at the end of our study.

The specific limitations of our study should be acknowledged. While previous
studies in rodents have demonstrated a good correlation between DRx and DXA and
QCT, as well as parallels between DRx and serum markers of bone disease,
inclusion of another imaging technique for comparison would have strengthened the
findings of our study (13,58). As well, concurrent histological assessment would be
necessary to correlate findings on imaging to the phenotype of bone disease.

In conclusion, the DRx was able to demonstrate the reduction of BD in femurs
of uremic rats associating with biochemical markers of high turnover bone disease of
CKD. Thus, we consider DRx helpful tool in the study of BD in animal models of

CKD.

METHODS
Statement of Ethics

All procedures were performed in accordance with the Brazilian Federal Law,
(11,794, October 8" 2008) and the guidelines of the National Council for the Control
of Animal Testing. The study was approved by the Ethics Committee of Animal Use

of Federal University of Juiz de Fora, Protocol number 031/2013.
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Experimental Protocol and Diets

Sixty-four Wistar rats (Rattus norvegicus), males, 8 to 12 weeks old, and
weighing between 200 g and 300 g, were obtained from the colonies at the Biology
Center of the Federal University of Juiz de Fora, where the experiments were
conducted. After weaning, the animals were placed in polypropylene cages with
shavings, and housed in air-conditioned racks (Alesco Industria e Comercio Ltda.,
Monte Mor, Brazil). The temperature and humidity were controlled at 22° C and 25%,
respectively, and the rats were exposed to a light/dark cycle of 12 hr/12 hr, with ad
libitum access to water.

After a week of acclimatization to the environment, the rats were divided into
two groups, the Uremic group and the Control. The 32 animals in the Uremic group
were fed an adenine enriched-diet (0.75% and 0.10% adenine, Pragsolugcfes SA,
Jau, Brazil). The diet with 0.75% adenine was offered for 4 weeks, followed by the
0.10% in the following 3 weeks. The 32 animals in the Control group were fed a
standard diet (Pragsolucbes S.A., Jau, Brazil) over the 7 weeks of the experiment
(Figure 5).

To monitor disease progression, euthanasia was performed in 8 animals from
each group at experimental weeks 3, 4 and 7. Body weight, food and water intake
were recorded weekly. The day before euthanasia, animals were housed in
metabolic cages for a 24-hr collection of urine. The animals were anesthetized with a
dose of 10 mg/kg of xylazine (Kénig SA Avellaneda, Argentina) and a dose of 90
mg/kg of ketamine (Konig SA Avellaneda, Argentina), administered intraperitoneally.
Blood samples were collected by cardiac puncture followed by rupturing of the

diaphragm.
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Urine samples were centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes, in an automatic
refrigerated centrifuge, for the separation of the supernatant (Sorvall, Suwanee,
USA). Blood was centrifuged under the same conditions for serum separation. Both
samples were stored in cryogenic tubes and refrigerated at -80 °C, for later analysis.

Left femurs were removed for DRx analysis.

Biochemical Parameters

At weeks 3, 4 and 7, serum creatinine, P, ALP and Ca, and urinary creatinine
and P levels were determined using an automatic analyzer, LabMax Progress
(Labtest Diagnostica SA, Lagoa Santa, Brazil). Additionally, serum parathyroid
hormone (PTH) (Rat Intact PTH ELISA kit, Immutopics, San Clemente, USA) and
fibroblast growth factor-23 (FGF-23) (FGF-23 ELIZA kit, Clone Cloud Corp. Houston,

USA) assays were performed by ELISA (R & D Systems, Minneapolis, USA).

Evaluation of BD by DRx

For DRx analysis, the left femur of 6 animals per group was fixed in 100%
ethanol. Images of the whole bone were then captured using a Kodak In vivo Image
Station PRO, equipped with a CCD camera (Carestream Health Inc., Rochester, NY).
The DRx images were obtained using the following parameters: 60 s exposure time,
2 X 2 binning, KVP 35, 0.8 mm aluminium filter, 2.8 f-stop, and 80 mm field of vision.
The acquired images were analysed using the Carestream MI Application software
(version 5.0.2.30, Carestream Health Inc., Rochester, NY). After image calibration to
optical density, the bone area was delimited using the automatic selection tool in the
Carestream software, and the mean intensity of grey scale for each pixel in the

delimited area quantified in arbitrary units, a.u. (15,18,59).
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Statistical Analysis

The data were expressed as mean * standard deviation or median, with
minimum and maximum, as appropriate for the data distribution evaluated using the
Kolmogorov-Smirnov test of normality. Comparisons between biochemical
parameters of CKD BMD for the Uremic and Control groups were performed using
Student’s t-test. Pearson’s correlation coefficient was used to evaluate the
relationship between BD, measured by DRx, and biochemical parameters at week 7.
Statistical significance was set at a p-value < 0.05, and all analyses were performed

using SPSS statistical software (Version 21; IBM Corporation, Chicago, IL).
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Figure 1.Metabolic parameters of Uremic and Control groups collected once a week
during the 7 weeks of the experiment: (A) Body weight (g), and (B) Food intake (g).
Metabolic Parameters collected at weeks 3, 4 and 7, (C) Water intake (mL) and (D)
Urine Volume (mL). Data are expressed as mean * SD for each group, and Student’s

t-test used to compare data at each week, *p<0.05.
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Figure 2.Biochemical parameters collected at weeks 3, 4 and 7: (A) Creatinine

clearance (mL/min/100g), (B) Serum phosphorus (mg/dL), (C) Alkaline phosphatase

(u/L), (D) Fractional excretion of phosphorus (%), (E) Serum Calcium (mg/dL), (F)

fibroblast growth factor-23 (FGF-23) (pg/dL) and (G) Parathyroid hormone (PTH)

(pg/dL). Data are expressed as mean = SD for each group, and Student’s t-test used

to compare data at each week, *p<0.05.
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Figure 3. (A) Representative Digital Radiography (DRx) of left femurs from each
group, presented in colour scale. (A’) Representative DRx in grey tones for the femur
of an animal in the Control group, and (A”) Representative DRx grey tones for the
femur of an animal from the Uremic group. (B) Bone density calculated from the
mean intensity of grey tones (a.u.). Data are expressed as mean = SD in each group

and Student’s t-test used to compare data at each week, *p<0.05.
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Figure 4. Pearson’s correlation between bone density measured by Digital

Radiography (DRx) and biochemical parameters at week 7: (A) Correlation between

bone densisty (BD) and phosphorus; (B) Correlation between BD and alkaline

phosphatase; and (C) Correlation between BD and Parathyroid hormone (PTH).
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Figure 5. From day O to day 49 (7 weeks), standard diet was administered to the
Control group. From day O to day 28 (4 weeks), 0.75% adenine diet was
administered to the Uremic group. At the day 28, the 0.75% adenine diet was
stopped, and from day 28 to day 49 (i.e., 3 weeks), a 0.1% adenine diet was
administered to the Uremic group. Body weight, food and water intake were
measured once a week. Stars indicate the time-points of measurement of water

intake, urine volume, and euthanasia (N = 8).
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RESUMO

A Quitosana-Fe(lll) reticulada (QTS-Fe(lll)R) € um polimero derivado da quitina, que
apresenta potencial efeito quelante de fésforo, porém ainda nao testado no contexto
da doenca renal crénica. Nosso objetivo foi avaliar a capacidade desse composto
em reduzir a hiperfosfatemia e seu efeito sobre a calcificagéo vascular em ratos com
uremia induzida por dieta com adenina e rica em fésforo. Os ratos urémicos foram
divididos em 4 grupos tratados diariamente com veiculo, QTS-Fe(lll)R; carbonato de
calcio ou sevelamer durante 4 semanas. Foram mensurados: creatinina, fosforo,
célcio, fosfatase alcalina, paratorménio e fator de crescimento de fibroblasto-23. A
calcificacdo vascular foi avaliada pelo conteddo de célcio na aorta e pelas
coloracfes de Von Kossa e Hematoxilina-eosina. A expressao da angiotensina Il e
alfa-actina do musculo liso foram quantificadas por imuno-histoquimica. A QTS-
Fe(llNR parece ter acdo sobre a sobrecarga de fésforo e niveis de paratorménio nos
animais urémicos. O conteudo de célcio na aorta foi diminuido em 77% no grupo
tratado com QTS-Fe(ll)R e 59% com sevelamer. QTS-Fe(lll)R limitou a expresséo
de angiotensina Il na camada intima da aorta e a utilizagcdo dos tratamentos néo
apresentou beneficios sobre a integridade da camada média quando avaliamos a

expressao de alfa-actina. Em conclusdo, neste modelo, a QTS-Fe(ll)R apresentou
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efeito quelante de fésforo semelhante aos demais ja utilizados na pratica clinica e

aparentemente possui acdo sobre a calcificacdo vascular na aorta.

Palavras-chave: calcificacdo vascular, distarbio mineral 6sseo, hiperfosfatemia,

quitosana, quelantes de fosforo

Introducéo

A calcificacdo vascular (CV) é uma grave consequéncia dos disturbios
metabolicos causados pela doenca renal crénica (DRC) e esta associada ao
aumento do risco cardiovascular e da mortalidade [1]. Previamente, era considerada
uma condicao relacionada ao envelhecimento envolvendo na sua fisiopatologia a
aterosclerose, hipertensdo e diabetes [2]. Atualmente, sabe-se que € resultado da
modificacdo fenotipica das células musculares regulada por processos ativos
associados ao distarbio mineral e 6sseo (DMO) da DRC, principalmente a
hiperfosfatemia [3,4]. Em estudos in vitro foi observado aumento da deposicdo de
calcio em células de musculo liso vascular em meio com niveis elevados de fosforo
[5,6]. Observou-se também aumento da expressdo de proteinas normalmente
encontradas em tecidos mineralizados, como fosfatase alcalina, osteocalcina e
osteopontina, em células vasculares calcificadas [7]. Além disto, animais urémicos,
sob dieta com alto teor de fésforo, apresentaram calcificagdo da camada média
arterial, concomitante com achados de niveis elevados do horménio fosfaturico fator
crescimento de fibroblasto-23 (FGF-23) e osteopontina [4,8].

Outro efeito direto da hiperfosfatemia na célula muscular lisa € a reducéo da

expressdo de genes comuns a essas células, como por exemplo, o ACTA2, que
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codifica a proteina alfa-actina (a-actina) [9,10], assim como surgimento da expressao
de genes da fosfatase alcalina, osteocalcina e osteopontina [11]. Além da perda de
componentes tradicionais do tecido, estudos recentes envolvem a inflamag&o na
patogénese da lesdo vascular e associam este processo com 0 aumento da
atividade da Angiotensina Il (Angioll). A Angioll promove crescimento celular e sua
elevacao pode provocar alteragdes estruturais na matriz extracelular. Tais alteracdes
precedem o aparecimento dos mecanismos que desencadeiam producdo de
mediadores inflamatorios, sobretudo em células do musculo liso vascular [12,13,14].

Os quelantes de fosforo sdo compostos que tentam restaurar a homeostase
do fésforo nos pacientes com DRC, impedindo sua absorcdo e eliminando-o nas
fezes [15]. E relatada em ensaios clinicos que o uso de quelantes a base de célcio
associou-se com a piora da progressdo da CV e maior mortalidade, criando a
necessidade de se desenvolver novas drogas quelantes efetivas e sem estes efeitos
deletérios [16,17,18]. Novas formulacBes vém utilizando compostos a base de ferro
com potencial quelante de fésforo e livres de célcio [19,20,21]. A quitosana € um
polimero derivado da quitina que apresenta um par de elétrons livres no nitrogénio
gue servem de suporte aos compostos metéalicos adsorventes de fésforo. Estudos
anteriores demonstraram eficacia da Quitosana Ferro(lll) (QTS-Fe(lll)) como
guelante em estudos in vitro e também in vivo em modelos de sobrecarga de fosforo
por dieta. Ainda ndo foi avaliado o efeito quelante de fésforo da QTS-Fe(lll) em
modelo de hiperfosfatemia induzida por insuficiéncia renal [22,23,24].

Apbs o estabelecimento do modelo, o objetivo deste estudo foi avaliar a acéao
da QTS-Fe(lll) em um modelo de uremia, seu efeito sobre a CV, sobre os outros
marcadores do DMO na DRC e comparar seu potencial terapéutico com outros

guelantes de fésforo.
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Material e métodos
Animais e desenho experimental

Foram utilizados 56 ratos (Rattusnorvegicus) da linhagem Wistar, machos,
com idade de 8 a 12 semanas, pesando de 200g a 300g. Os animais foram obtidos a
partir das colénias do Biotério do Centro de Biologia da Reproducdo (CBR) na
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), onde os experimentos foram
conduzidos. Apés o desmame, os animais foram acondicionados em gaiolas de
polipropileno, providas de camas de maravalha e alojados em estantes climatizadas
(Alesco Industria e comércio Ltda., Monte Mor, Brasil). A agua e a racado foram
oferecidas ad libitum e a temperatura mantida ao redor de 22°C, com iluminagao
mista — luz natural e lampadas fluorescentes — controladas automaticamente para
ciclo calo/escuro de 12h.

Os procedimentos necessarios para a realizacdo do estudo estiveram de
acordo com a lei federal 11.794 de 08 de outubro de 2008, com a regulamentacao
do Conselho Nacional do Controle de Experimentacdo Animal e foram aprovados
pela Comissédo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Juiz de
Fora, conforme protocolo n° 031/2013.

Apés uma semana de aclimatacédo, os animais foram divididos em 5 grupos
(Figura 1). No protocolo 1 (estudo do modelo), comparamos o grupo CONTROLE,
alimentado com dieta padrdo, com o grupo DRC, alimentado com dieta enriquecida
em adenina a 0,75% por 4 semanas e a 0,10% nas 3 semanas seguintes [25].
Avaliamos 8 animais de cada grupo nas semanas 4 (dia 28) e 7 (dia 49).

No protocolo 2 (estudo do tratamento), comparamos 0s grupos tratados com o
grupo DRC. Ratos com uremia induzida conforme protocolo 1 foram divididos

aleatoriamente em 3 grupos (n = 8 para cada grupo) e tratados por via intragastrica
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durante 4 semanas, a partir da semana 3: (1) DRC-QTS tratado com 30mg/kg/dia de
QTS-Fe(lll), [23] (2) DRC-CaCO3; tratado com 500mg/kg/dia de carbonato de calcio
[17,19] e (3) DRC-SEV tratado com 500mg/kg/dia de sevelemer [26]. A racao foi
produzida em um unico lote e continha 1% de fosforo (Pragsolucdes S.A., Jad,
Brasil) (Figura 1). Os grupos CONTROLE e DRC receberam 1mL agua/100g durante
o periodo de tratamento.

No dia anterior as eutanasias, os animais foram pesados, mantidos em
gaiolas metabdlicas para coleta de urina de 24 horas e avaliacdo do consumo de
racdo. Antes da coleta de sangue os animais foram pesados e anestesiados com a
associacao de xilazina (Konig S.A, Avellaneda, Argentina) na dose de 10mg/kg e
cetamina (Konig S.A, Avellaneda, Argentina) na dose de 90mg/kg, via
intraperitoneal. Foi realizada puncdo cardiaca para obtencdo de sangue e em
seguida os animais foram eutanasiados por ruptura do diafragma. As amostras de
urina foram centrifugadas a 3.000rpm durante 10 minutos em centrifuga refrigerada
automatica (Sorvall, Suwanee, EUA). O sangue também foi centrifugado sob as

mesmas condi¢des para separacao do soro.

Parametros biogquimicos

Foram dosados creatinina sérica e urinaria, fosforo sérico e urinario (para
célculo da fracdo excretada de fésforo - FeP), calcio sérico total e fosfatase alcalina
(Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, Brasil) no analisador automatico Labmax
Progress (Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa, Brasil). Além disso, foram
realizadas as dosagens de PTH (Rat Intact PTH ELISA Kit, Immutopics, San
Clemente, EUA) e FGF-23 (FGF-23 ELIZA Kit, Cloud-Clone Corp., Houston, EUA)

pela técnica de ELISA (R&D Systems, Minneapolis, EUA) no soro.
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Calcificacao vascular
Quantificacdo do conteudo de célcio na aorta

ApGs a eutandsia uma porcao de aproximadamente 1,5cm da aorta abdominal
foi armazenada a-80°C. O fragmento foi desidratado em estufa (MCP) a 60°C por 24
horas e posteriormente triturado, pesado e solubilizado em solugdo de &cido
cloridrico (HCI) (Vetec, Duque de Caxias, Brasil) a 0,6N (40mL HCI/g de tecido) por
48 horas. A solucado resultante foi centrifugada a 3.000rpm por 10 minutos, em
centrifuga refrigerada, obtendo-se o sobrenadante para a dosagem da concentracao
de calcio (Calcium Dry — Reagent Set, Pointe Scientific Inc., Canton, EUA). A leitura
foi realizada em espectrofotdmetro, em luz visivel com comprimento de onda de
570nm. O teor de célcio da aorta abdominal foi expresso como mg de calcio por g de

peso seco e foram avaliados 6 animais de cada grupo [27,28].

Avaliacdo morfologica semi-quantitativa do vaso

Foram avaliadas as alteracbes morfologicas no arco da aorta e o depdsito de
célcio. A aorta toracica foi dividida em 2 fragmentos, fixada em formol 10% e
posteriormente submetida ao processamento histolégico de rotina. Os fragmentos da
aorta de cada animal foram dispostos transversalmente no mesmo bloco. Cortes de
5um foram submetidas as coloracbes de Hematoxilina-eosina e Von Kossa. Sob
aumento de 400x, avaliamos a aorta toracica, 20 campos por lamina, 8 animais de
cada grupo, atribuindo a cada animal o seguinte escore [29]:
(0) normal: sem alteracdes;
(1) leséo leve: descontinuidade parcial ou total da intima ou das fibras elasticas;
(2) lesdo moderada: descontinuidade parcial ou total da intima ou das fibras

elasticas e desorganizagdo da camada média;
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(3) lesé@o grave: descontinuidade parcial ou total da intima ou das fibras elésticas e
desorganizacdo da camada média e calcificacdes.
Animais com escores 0 e 1 foram classificados como sem lesdo ou leséo

vascular inicial e aqueles com escores 2 ou 3, como les&o vascular estabelecida.

Imuno-histoquimica

Utilizamos anticorpos especificos para identificacao da expressédo de Angioll e
a-actina de musculo nos fragmentos da aorta toracica. O controle negativo do
método foi realizado em todos 0s experimentos omitindo-se o anticorpo primario
especifico. As laminas foram desparafinizadas conforme técnicas laboratoriais de
rotina, apos a desparafinizacdo, foram hidratadas e em seguida, para exposicao
antigénica, foram imersas em tampao citrato (2,1g de acido citrico monohidratado
dissolvido em 1.000mL de agua destilada, ajustando o pH=6,0 com NaOH) (MCP do
acido citrico e NaOH) e lavadas ao forno de micro-ondas (Sanyo, Sdo Paulo, Brasil)
com poténcia de 2400 watts. Este procedimento foi realizado duas vezes durante 10
minutos cada, e apos resfriadas, as laminas foram lavadas em tampao preparado na
proporcao de 1:10 (Wash buffer - Tris-salino tamponado (10x) contendo Tween 20,
pH 7,6+0,1) (Dako, Glostrup, Dinamarca). As reacfes de imuno-histoquimica, para
identificacdo da expressdo de Angioll e a-actina foram realizadas pela técnica
avidina-biotina-fosfatase alcalina. Apdés a exposicdo antigénica, foi realizado o
bloqueio da avidina e da biotina endégena (Dako, Glostrup, Dinamarca) 15 minutos
cada um, seguido de blogueio inespecifico com soro ndo imune (Protein Block
Serum-Free: 0,25% de caseina em PBS contendo proteina de estabilizacdo e

0,015mol/L de azida de sodio) (Dako, Glostrup, Dinamarca) durante 30 minutos [29].
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Os cortes foram entdo incubados com anticorpo primario policlonal de coelho
anti-Angioll (Penisula, Belmont, EUA) na diluicdo de 1:400 e com o anticorpo
primario monoclonal de camundongo anti-a-actina de musculo liso (Sigma Chemical,
St Louis, EUA) na diluicao 1:800, overnight, em temperatura controlada de 4°C, em
camara Umida. A etapa seguinte consistiu na incubagdo com imunoglobulina
biotinilada de cabra anti-coelho (Vector, Burlingame, EUA) na diluicdo de 1:1.000,
durante 45 minutos e com imunoglobulina biotinilada anti-camundongo adsorvida em
rato (Vector, Burlingame, EUA) na diluicio de 1:200 durante 45 minutos,
respectivamente. Em seguida, nova incubacdo com o complexo avidina-
biotina/fosfatase alcalina (Vector, Burlingame, EUA), durante 30 minutos. O tempo
de revelacdo com o substrato cromogénico (fast red) para Angioll foi de
aproximadamente 8 minutos e para a-actina variou de 2 a 3 minutos. A contra
coloracédo foi realizada com hemalumbre de Mayer. As células que expressaram a
Angioll e a-actina apresentaram cor vermelha. As imagens de 25 campos
consecutivos e nado sobrepostos, sob aumento de 400x, foram capturadas por
microscopio optico (Axiophot HBO50, Carl Zeiss, Goettingen, Alemanha) dotado de
camera acoplado ao computador (Axiocam ICc3, Carl Zeiss, Goettingen, Alemanha).
Em cada grupo avaliamos 5 animais e 2 fragmentos por individuo [29].

Os resultados para Angioll foram apresentados em namero de células
positivas por area da parede da aorta (4?). Para cada animal foi calculada a média
dos valores encontrados. A quantificacao da expressao de a-actina foi realizada com
avaliacdo semi-quantitativa, empregando-se o seguinte escore para cada campo: (1)
marcacao fraca (<25%) ou ausente, restrita a poucas areas da camada média; (2)

marcacdo moderada (25 a 75%), irregular e dispersa na camada média; (3)
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marcacao intensa (>75%) e uniformemente distribuida na camada média. Para cada

animal foi calculada a média dos escores dos campos avaliados [29].

Anélise estatistica

Os valores foram expressos como média e desvio padrao. O teste de Shapiro-
Wilk foi usado para avaliar a normalidade da distribuicdo das variaveis. A
comparacao entre os grupos Controle e DRC foi realizada utilizando o teste T de
Student. A comparacéo entre grupo DRC e grupos DRC tratados foi feita usando
ANOVA seguida do teste de Tukey. Foi considerado significativo o valor de p<0,05.
Todos os calculos estatisticos foram realizados no programa SPSS 13.1® (IBM

Corporation, Chicago, EUA).

Resultados
Mortalidade, parametros metabdlicos e bioquimicos dos grupos CONTROLE e
DRC (Protocolo 1)

N&do observamos nenhum o6bito no estudo do modelo (Protocolo 1). A
comparacao entre os parametros metabdlicos dos grupos CONTROLE e DRC, nas
semanas 4 e 7 e parametros bioquimicos obtidos a partir do soro e urina de ambos
0S grupos, estao apresentados na Tabela 1. O grupo DRC apresentou menor peso e
menor consumo de racdo em ambos o0s pontos avaliados quando comparado ao
CONTROLE. Em relacdo aos controles, o grupo DRC apresentou aumento da
creatinina sérica, hiperfosfatemia, hiperfosfatiria e aumento da fosfatase alcalina na
semana 4. Observamos recuperacao parcial da funcéo renal na semana 7, apés a
reducdo da concentracdo da adenina da dieta. Porém as diferencas entre os animais

controles e DRC foram mantidas, com aumento progressivo da FeP e fosfatase
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alcalina. O calcio sérico do grupo DRC foi maior que do grupo CONTROLE na
semana 7. Ja o PTH do grupo DRC foi maior do que o grupo CONTROLE na

semana 4.

Calcificacao vascular dos grupos CONTROLE e DRC (Protocolo 1)

Para avaliacdo da CV, o conteudo de calcio na aorta abdominal foi
guantificado nos dois pontos avaliados. Nado houve diferencas na semana 4. Os
animais do grupo DRC apresentaram valores elevados de contetddo de calcio na
aorta na semana 7, porém quando comparado ao grupo CONTROLE essa elevacao
nao foi significativa (1,89+3,10 vs 0,39+0,29 mg/g, p=0,29) (Figura 2A).

O grupo CONTROLE nao apresentou alteracbes morfolégicas na avaliacao
vascular em nenhum ponto avaliado. O grupo DRC apresentou alteracdes do tipo
vascular estabelecida (escores 2 e 3) na semana 4 apenas em 1 animal (12,5%) e
maior prevaléncia dessas alteracbes (62,5%) na semana 7, incluindo areas

calcificadas (Figura 2B).

Imuno-histoquimica para Angioll e a-actina dos grupos CONTROLE e DRC
(Protocolo 1)

Utilizamos anticorpos especificos para identificacdo da expresséo da Angioll e
a-actina pela técnica de imuno-histoquimica. Nao houve diferenca da expresséo de
Angioll e a-actina entre os grupos DRC e CONTROLE, nos dois pontos avaliados.
Ainda assim, percebemos, que a expressao de Angioll do grupo DRC foi aumentada
na camada média na semana 4 (Figura 2C) e na camada intima na semana 7

(Figura 2D). Outra peculiaridade observada neste modelo € que mesmo sem
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diferenca estatistica, a média do escore de intensidade da expressao de a-actina

dos animais do grupo DRC diminuiu nos dois pontos avaliados (Figura 2E).

Mortalidade, pardmetros metabdlicos e bioquimicos dos grupos DRC e DRC
tratados (Protocolo 2)

Nao observamos nenhum o6bito no estudo do tratamento (Protocolo 2). A
comparacao entre os parametros metabdlicos e bioquimicos dos grupos DRC e DRC
tratados, ao final de 7 semanas, estdo apresentados na Figura 3. Os tratamentos
nao diferiram entre si. Os grupos DRC-QTS, DRC-CaCO; e DRC-SEV néao
modificaram peso, consumo de racao, creatinina seérica, fésforo sérico, céalcio sérico
e fosfatase alcalina quando comparados ao grupo DRC (Figura 3A, 3B, 3C, 3D, 3F,
3G, 3I). No grupo tratado com QTS-Fe(ll)R e no grupo DRC encontramos FeP
(51,24+33,76 vs. 71,57+£20,22 %, p= 0,47), FGF-23 (9,62+2,85 vs. 14,5048,70 pg/dL,
p=0,68) e PTH (1.514,00£309,97 vs. 5.940,20+5.740,35 pg/dL, p=0,51),
respectivamente, sugerindo que a QTS-Fe(ll)R tenha acdo quelante de P, porém,

nenhuma diferenca estatistica foi observada (Figura 3E, 3H).

Calcificacado vascular dos grupos DRC e DRC tratados (Protocolo 2)

O conteudo de célcio da aorta abdominal foi semelhante entre os varios
tratamentos estudados, porém, os grupos DRC e DRC-CaCOj, mostraram niveis
muito elevados desse parametro. O grupo DRC-QTS foi 0 grupo que apresentou
menor média de conteudo de célcio na aorta (0,43+£0,10 vs. 1,89+3,10 mg/g do
grupo DRC, p=0,69) (Figura 4). Avaliando as alteracfes vasculares de forma semi-
guantitativa, 62,5% dos animais do grupo DRC e DRC-CaCOj3; apresentaram

alteracdes vasculares, 75% dos animais do grupo DRC-SEV apresentaram leséo
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vascular estabelecida, enquanto o grupo DRC-QTS apresentou somente 37,5% dos
animais com alteracdes no vaso. O tratamento com QTS-Fe(ll)R foi o Unico que

reduziu a prevaléncia de lesdes moderada e grave (Figura 5A).

Imuno-histoquimica para Angioll e a-actina dos grupos DRC e DRC tratados
(Protocolo 2)

Nao houve diferenga da expressdo de Angioll e a-actina entre 0os grupos
DRC, DRC-QTS, DRC-CaCO3; e DRC-SEV (Figura 5B, 5C, 5D). Porém, a expressao
de Angioll na camada meédia dos grupos tratados estiveram acima do valor
apresentado pelo grupo DRC e na camada intima, os grupos DRC-QTS e DRC-
CaCOs; apresentaram valores mais baixos, apesar de néo significativos (Figura 5B,
5C). Sobre a expressado de a-actina, a utilizacdo dos tratamentos ndo apresentou

beneficios sobre a integridade dos vasos (Figura 5D).

Discusséao

Neste estudo reproduzimos o modelo de nefrite tibulo-intersticial crénica pela
adicdo de adenina na dieta, com aumento dos niveis séricos de creatinina, fosforo,
célcio e fosfatase alcalina, elevacdo da FeP e PTH. Optamos pelo modelo de
nefropatia causado pela adenina na dieta, que € o mais utilizado para avaliacdo das
condicBes que envolvem o DMO da DRC. Neste modelo, a QTS-Fe(ll)R, polimero
derivado da quitina, teve efeito quelante de fdésforo similar aos tratamentos
disponiveis, com reducéo da CV.

A QTS-Fe(llDR é um polimero capaz de se ligar ao fésforo, que, testado em
ratos com hiperfosfatemia induzida pelo acréscimo de fésforo na dgua e em ratos

diabéticos, se mostrou eficaz na reducdo do fosforo desses animais [23,24]. Em
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modelos de DRC, onde o fésforo é retido devido ao déficit de excrecdo, secundario a
reducédo da massa renal funcionante, este quelante ainda néo havia sido estudado.
Além do baixo custo e da potencial efetividade em eliminar o fosforo, a QTS-Fe(lll)R
possui outras vantagens, como auséncia de toxicidade e de ndo conter calcio na
composicao [22], por isso, decidimos testa-la em modelo experimental de uremia.

Na inducdo da nefrite tabulo-intersticial administramos a dose utilizada por
Yokozawa (1986) [30] seguida da adaptacdo sugerida por Damment (2011) [25].
Com o esquema de 4 semanas de adenina 0,75% seguida da alteracdo para 0,10%
por 3 semanas, tentamos manter a lesdo por mais tempo sem que 0S animais
perdessem muito peso ou que houvesse aumento da mortalidade [31]. Sabe-se que
o fosforo tem papel importante na progressdo da DRC e na promocdo da
calcificagéo vascular, sendo assim, incluimos ainda concentracdo ligeiramente mais
elevada de fésforo (1%) na racdo oferecida aos animais [4,8,19]. Tanto a extenséo
do tempo de oferta de racdo com adenina, quanto o aumento do aporte dietético de
P tinham como objetivo aumentar a possibilidade de surgimento do DMO e de CV
[25,32]. Com esta modificacdo na concentracdo de adenina, encontramos reducao
de peso e de consumo de racdo no periodo de uso de adenina 0,75%, porém com
menor perda de peso e aumento no consumo de racdo ao final do experimento.
Estes resultados sdo semelhantes aos descritos por outros autores [19,25,31]. Como
descrito anteriormente, mostramos que, neste modelo, nenhum dos quelantes
testados modificou a progressao da doenca avaliada pela creatinina [19,25,33,34].

Optamos por iniciar o tratamento ap6s 3 semanas de inducdo da DRC para
mimetizar o tratamento conservador [35-37]. Apesar de o grupo DRC apresentar
hiperfosfatemia, nenhum dos tratamentos reduziu os niveis de fésforo e FeP de

forma significativa ao final do experimento. Ainda assim, os grupos com DRC
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tratados apresentaram valores semelhantes de fésforo e FeP aos animais normais
na semana 7, 0 que nos leva a crer que a lesdo néo foi acentuada o suficiente para
gue encontrdssemos reducdes significativas ou que haveria necessidade de um
periodo maior de tratamento. Mesmo assim, neste contexto, a QTS-Fe(ll)R se
comportou da mesma forma que os outros quelantes ja utilizados na pratica. Apesar
do célcio sérico do grupo DRC ter sido mais elevado, o tratamento com os quelantes
de fésforo ndo teve influéncia significativa sobre esse parametro [31].

Os niveis de fésforo sdo mantidos inicialmente pela acdo do FGF-23 e do
paratorménio (PTH) [38]. Uma das consequéncias do aumento do FGF-23 é a
elevacao da FeP, mecanismo subjacente que pode reduzir o fésforo sérico [33]. De
fato, estudos anteriores com modelo de adenina, notaram que em 4 semanas,
observa-se valores elevados de FGF-23 em associagdo a FeP elevada [19,36].
Encontramos este padréo no grupo DRC nos dois pontos de observacgao, porém, 0s
tratamentos com os quelantes ndo reduziram os niveis de FGF-23. Entretanto a
reducdo dos niveis de FGF-23 secundaria ao uso de quelantes de fosforo nem
sempre € observada [33,36].

Os marcadores bioquimicos fosfatase alcalina e PTH, apesar de
tradicionalmente vinculados ao processo de remodelacdo Ossea, podem estar
associados com a ocorréncia de CV [4,8]. Os niveis de PTH e fosfatase alcalina
apresentaram-se elevados no grupo com DRC, enquanto os tratamentos com QTS e
CaCOg3 tenderam a reduzi-los. A variacdo dos valores intra-grupo do PTH em
modelos experimentais de DRC é frequente [20,27,36,37], 0 que pode ser
responsavel por ndo termos encontrado diferencas significativas apds os

tratamentos.
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Apesar de frequente em pacientes, e associada a piores desfechos clinicos, a
reproducdo da CV em modelos experimentais de DRC é mais dificil de ser
reproduzida [32]. Dentre os modelos em que se observa maior prevaléncia de CV,
provavelmente devido a maior intensidade do DMO, € os que utilizam adenina.
Porém, a extensédo e ocorréncia das lesdes vasculares sao diretamente relacionadas
ao tempo e intensidade da disfuncéo renal e do excesso de fosforo na dieta [35,39].
Os animais com DRC apresentaram recuperac¢do parcial da fungéo renal, porém, ao
final de 7 semanas, pudemos observar CV pela coloracdo de Von Kossa e elevado
conteudo de Ca na aorta. Em modelo de adenina 0,75%, ha relatos CV importante
de pelo Von Kossa num periodo de 8 semanas, porém 0s animais apresentavam
valores de creatinina de 2 a 4 vezes superior ao do nosso modelo [34,35,37]. Esta
auséncia de lesdo vascular mais estabelecida pode ser também responsavel pela
inexisténcia de aumento da expressdo de Angioll e da reducdo da a-actina nos
vVasos.

Consideramos que neste contexto que auséncia de alteracdes pronunciadas,
a avaliacdo semi-quantitativa da morfologia vascular torna-se relevante. O grupo
com DRC que foi tratado com QTS mostrou alteracdes da parede vascular menos
acentuadas, evidenciadas pela maior frequéncia de animais com escores menos
graves, e, portanto classificados com doenca menos avan¢ada. Este mesmo padréao
foi encontrado na avaliagcdo do contetdo de calcio na aorta.

Na tentativa de reduzir a mortalidade, as altera¢des induzidas pelo modelo
foram provavelmente menos acentuadas para alcancar reproduzir as lesées
vasculares necessarias para evidenciar o benéfico dos tratamentos. A recuperacao
da creatinina para valores apenas o dobro do normal € o melhor indicativo deste

padrdo. Esta limitacdo poderia ser corrigida com um maior tempo de experimento.
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Frente a lesdo pouco pronunciada, a coleta de todo o tecido da aorta para uma
avaliacdo geral da calcificacdo, assim como realizado por outros autores [8,40],
poderia ter aumentado o percentual de lesbes encontradas. Ainda assim, tentamos
padronizar o local de coleta do fragmento da aorta utilizado para a coloragéo de Von
Kossa.

Concluimos que o modelo de DRC foi reproduzido, porém com menor
disfuncdo renal. A QTS-Fe(ll)R apresentou efeito quelante de fdsforo neste
contexto, semelhante aos demais ja utilizados na prética clinica. Apesar da CV ndo
ter sido tdo acentuada, o tratamento com QTS reduziu o contetudo de calcio na aorta

e as alteracbes morfoldgicas vasculares moderadas e graves.

Figuras e legendas

0 28 49
: > Dias
[ Tratamento
Controle | Dieta Padrao
DRC [ Adenina 0,75% | Adenina 0,10%
I
DRC-QTS | Adenina 0,75% | Adenina 0,10%
I
DRC-CaCO3 | Adenina 0,75% | Adenina 0,10%
I
DRC-SEV | Adenina 0,75% | Adenina 0,10%
I
Semanas
L L 1 L L L L ]
1 2 3 4 5 6 7

Figura 1. Desenho do estudo.
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Tabela 1. Parametros metabdlicos e bioquimicos dos grupos CONTROLE e DRC,

nas semanas 4 e 7.

Parametros Semana 4 Semana 7
Peso (g)

CONTROLE 265,4+14,9 283,1+14,5
DRC 138,6+10,5* 190,7+25,8*
Consumo de racéo (g)

CONTROLE 18,5+2,6 18,9+2,7
DRC 13,3+£3,4* 16,1+2,4*
Creatinina sérica (mg/dL)

CONTROLE 0,41+0,21 0,47+0,26
DRC 1,64+0,26* 0,96+0,21*
Fosforo sérico (mg/dL)

CONTROLE 7,11+0,71 6,82+0,53
DRC 14,70x4,87* 10,60%2,49*
Fracdo excretada de fosforo (%)

CONTROLE 14,7949,70 20,07+16,82

DRC 57,44+45,26* 71,57+20,22*
Célcio sérico (mg/dL)

CONTROLE 9,45+1,10 8,42+1,10
DRC 10,74+1,73 10,43+1,85*
Fosfatase Alcalina (U/L)

CONTROLE 212,62+59,64 205,7+62,39
DRC 452,71+153,43* 561,0+90,90*
PTH (pg/dL)

CONTROLE 214,84453,31 272,30+192,22
DRC 3.769,40+1.693,62* 5.940,20+5.740,35
FGF-23 (pg/dL)

CONTROLE 6,85+0,60 7,42+1,96
DRC 34,69+57,90 14,5048,70

Dados mostrados como média = desvio padrdo (n=8). Teste t de Student para
comparacao entre 0s grupos. *p<0,05 vs. CONTROLE. As dosagens de PTH e FGF-

23 foram realizadas em 5 animais de cada grupo.
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Figura 2. Avaliacdo da calcificacdo vascular dos grupos CONTROLE e DRC nas
semanas 4 e 7. (A) Conteudo de calcio na aorta abdominal expresso em mg de
célcio/g de tecido. Média + desvio padrdo (n=6). (B) Prevaléncia de alteracdes
vasculares nos animais classificados como sem lesdo ou lesdo vascular inicial ou
como lesédo vascular estabelecida (n=8). (C) Média de células com expressdo de
Angioll na camada média por micrometro quadrado. Média + desvio padrao (n=5).
(D) Média de células com expressdo de Angioll na camada intima por micrémetro
guadrado. Média + desvio padrdo (n=5). (E) Média do escore de intensidade da

expressao de a-actina. Média + desvio padrao (n=5).
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Figura 3. Parametros metabdlicos e bioquimicos dos grupos DRC, DRC-QTS, DRC-
CaCO3; e DRC-SEV ao final de 7 semanas. (A) Peso (g). (B) Consumo de racao

obtido em gaiola metabdlica (g). (C) Creatinina sérica (mg/dL). (D) Fésforo sérico
(mg/dL). (E) FeP (Fracédo excretada de fosforo) (%). (F) Calcio sérico (mg/dL). (G)
Fosfatase alcalina (U/L). (H) PTH (Paratorménio) (pg/dL). (I) FGF-23 (Fator de

crescimento de fibroblastos-23) (pg/dL). Média + desvio padrdo (n=8).



(mg/g)

1

0

Conteudo de calcio na aorta

80%

}

-

116

DRC

m DRC-QTS
DRC-CaCO3
DRC-SEV

Figura 4. Conteudo de calcio na aorta abdominal expresso em mg de calcio/g de
tecido dos grupos DRC, DRC-QTS, DRC-CaCO3 e DRC-SEV ao final de 7 semanas.

Média + desvio padrao (n=6).
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Figura 5. Parametros de avaliacédo da calcificacdo vascular dos grupos DRC, DRC-
QTS, DRC-CaCO3 e DRC-SEV ao final de 7 semanas. (A) Prevaléncia de alteracdes
vasculares nos animais classificados como sem lesdo ou lesdo vascular inicial ou
como lesdo vascular estabelecida. Média + desvio padrdo (n=6). (B) Média de
células com expressdo de Angioll na camada média por micrémetro quadrado.
Média = desvio padrdo (n=5). (C) Média de células com expressdo de Angioll na
camada intima por micrébmetro quadrado. Média + desvio padrdo (n=5). (D) Média do

escore de intensidade da expressao de a-actina. Média + desvio padrao (n=5).
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7. CONCLUSAO

Com base nos dados apresentados, reproduzimos o modelo de uremia por
adicdo de adenina a dieta, ainda que com menor disfuncdo renal, os animais
apresentaram hiperfosfatemia e hiperfosfatiria. Conseguimos demonstrar que a
reducdo da densidade o6ssea dos animais com DRC, utilizando a técnica de
radiografia digital, se correlaciona com o aumento de marcadores bioquimicos do
DMO.

Concluimos também que a QTS-Fe(lll)R apresenta efeito quelante de fosforo
analogo aos quelantes CaCOs3; e Cl-Sev neste modelo.Apesar da CV ndo ter sido tdo
acentuada nos animais urémicos, o tratamento com QTS-Fe(lll)R reduziu o contetudo
de célcio na aorta e as alteracdes morfoldgicas vasculares moderadas e graves.

A utilizacdo de quelantes de fosforo ndo apresentou beneficios sobre a

integridade dos vasos quando avaliamos a expressao de Angioll e a-actina.
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