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Resumo

Introdugao: A radiografia digital (RxD)
pode representar uma alternativa adequada
para investigar o distdrbio mineral e dsseo
(DMO) e a perda de densidade 6ssea (DO)
em modelos de roedores da doenca renal
cronica (DRC). O objetivo deste estudo foi
utilizar a RxD para avaliar a DO em ratos
com DRC, e avaliar a correlagio entre os
achados da RxD e marcadores séricos de
DMO e histomorfometria dssea. Métodos:
A uremia foi induzida pela alimentagdo de
ratos Wistar com dieta enriquecida com ade-
nina (0,75% por 4 semanas/0,10% por 3
semanas); os resultados foram comparados
com um grupo controle nas semanas expe-
rimentais 3, 4 e 7. Os seguintes marcadores
bioquimicos foram medidos: clearance de
creatinina (CCr), fosfato (P), célcio (Ca),
fracao excretada de P (FeP), fosfatase alcali-
na (ALP), fator de crescimento de fibroblas-
tos-23 (FGF-23) e paratorménio (PTH). A
imagem da RxD foi obtida e a analise his-
tomorfométrica foi realizada com o fémur
esquerdo. Resultados: como esperado, na
semana 7, 0s ratos urémicos apresentaram
reducdo do CCr e niveis mais altos de P,
FeP e ALP em comparagdo aos controles.
A RxD confirmou a menor DO em animais
urémicos (0,57 = 0,07 vs. 0,68 = 0,06 u.a.;
p = 0,016) em comparagio aos controles no
final da semana 7, quando a DMO foi mais
proeminente. Uma forma grave de doenca
6ssea de alta renovagdo celular acompanhou
essas mudancas bioquimicas. A DO, medida
na RxD foi correlacionada a P (r=-0,81; p =
0,002), ALP (r =-0,69, p = 0,01), PTH (r =
-0,83,p =0,01), OS/BS (r =-0,70 p = 0,02) e
Ob.S/BS (r = -0,70; p = 0,02). Conclusdo: A
DO quantificada por RxD esteve associada
as complicagoes tipicas da DMO na DRCe
mostrou-se viavel na avaliacao de alteracoes
Osseas na DRC.

Palavras-chave: Densidade Ossea; Radio-
grafia; Modelos Animais de Doencas; In-
suficiéncia Renal Cronica; Distirbio Mi-
neral e Osseo na Doenca Renal Cronica.

ABSTRACT

Introduction: Digital radiography (DRx)
may provide a suitable alternative to
investigate mineral and bone disorder
(MBD) 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 MBD markers
and bone histomorphometry. Methods:
Uremia was induced by feeding Wistar
rats an adenine-enriched diet (0.75% for
4 weeks/0.10% for 3 weeks); outcomes
were compared to a control group at ex-
perimental weeks 3, 4, and 7. The follow-
ing biochemical markers were measured:
creatinine clearance (CrC), phosphate
(P), calcium (Ca), fractional excretion of
P (FeP), alkaline phosphatase (ALP), fi-
broblast growth factor-23 (FGF-23), and
parathyroid hormone (PTH). DRx imag-
ing was performed and histomorphom-
etry analysis was conducted using the left
femur. Results: As expected, at week 7,
uremic rats presented with reduced CrC
and higher levels of P, FeP, and ALP com-
pared to controls. DRx confirmed the
lower 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
MBD was more prominent. A severe form
of high-turnover bone disease accompa-
nied these biochemical changes. BD mea-
sured on DRx correlated to P (r=-0.81; p
=0.002), ALP (r = -0.69, p = 0.01), PTH
(r=-0.83, p = 0.01), OS/BS (r = -0.70; p
=0.02), and ObS/BS (r = -0.70; p = 0.02).
Conclusion: BD quantified by DRx was
associated with the typical complications
of MBD in CKD and showed to be viable
in the evaluation of bone alterations in
CKD.

Keywords: Bone Density; Radiography;
Disease Models, Animal; Renal Insuffi-
ciency, Chronic; Chronic Kidney Disease-

Mineral and Bone Disorder.



INTRODUCAO

Em humanos, o osso trabecular tem uma taxa de re-
novagio celular aproximadamente 8 vezes mais ra-
pida do que a do osso compacto, € é altamente res-
ponsivo a estimulos metabdlicos'. Essa alta taxa de
renovagao torna o osso trabecular o principal local
para a detec¢do da perda Gssea precoce que precede
as fraturas, e para monitorar a eficicia de diferentes
tratamentos com o objetivo de prevenir ou retardar a
perda Ossea em situagdes clinicas?. Assim, a avaliacdo
da densidade 6ssea (DO) é considerada uma impor-
tante ferramenta clinica para a deteccdo de patologias
que afetam a estrutura Ossea’.

A densidade 6ssea é avaliada utilizando métodos
de densitometria que se baseiam no principio de ab-
sorcdo diferencial de fotons por tecidos de diferentes
radiodensidades, bem como por diferentes regides de
radiodensidades varidveis dentro do mesmo tecido.
A absor¢do de fotons estd diretamente relacionada a
espessura e composicao do tecido 6sseo. Portanto, a
medida que a DO diminui, menos fétons sdo absorvi-
dos, resultando na atenuacdo do sinal radiografico*’.

A absortometria radioldgica de dupla energia
(DXA) é o método densitométrico mais utilizado pa-
ra avaliar quantitativamente o tecido 6sseo na popu-
lagdo geral, pois é ndo invasivo, utiliza baixas doses
de radiac¢do e proporciona avaliagio de DO com alta
precisdo e boa sensibilidade e especificidade. A tomo-
grafia computadorizada quantitativa (TCQ) estd sen-
do cada vez mais usada como um método alternativo,
compartilhando os mesmos atributos da DXA, mas
com a vantagem adicional de proporcionar uma ava-
liagdao separada da DO cortical e trabecular**.

O escore Osseo trabecular é um novo método que
estima a microarquitetura trabecular a partir de ima-
gens de DXA. Estudos em humanos confirmam sua
associacao com os achados da TCQ e com avaliacio
Ossea trabecular por histomorfometria dssea, tornan-
do este um método promissor para a avaliacdo do
risco de fratura em individuos com e sem doenca re-
nal”®. Em pacientes com doenca renal cronica (DRC),
a histomorfometria é considerada o padrao-ouro para
a avaliacdo da DO*. Como a histomorfometria € al-
tamente invasiva, métodos alternativos nio invasivos
estao sendo estudados, combinando técnicas de ima-
gem com a andlise de biomarcadores de renovacio
celular dssea, a fim de avaliar o risco de fratura em
pacientes com DRC*’,

Em estudos experimentais, a radiografia digital
(RxD) também tem sido utilizada para a avaliacdo
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da DO, Com a RxD, as imagens digitais sio ob-
tidas eletronicamente, convertidas em dados numé-
ricos usando um software customizado, amostrados
e armazenados para andlise off-line. Para andlise, a
imagem digital é dividida em pixels, e o tom da escala
de cinza para cada pixel é numericamente codifica-
do. Assim, cada pixel é associado a um nimero que
representa a cor da drea ou a intensidade de tons de
cinza. Dessa forma, a imagem é convertida em um
conjunto de nimeros e pode ser visualizada em uma
tela de computador ou ser impressa para andlise'>"3,
Até o momento, a RxD nio foi utilizada para analise
de distirbio mineral e 6sseo (DMO) em modelos ex-
perimentais de DRC.

O objetivo deste estudo foi avaliar a DO em ra-
tos urémicos utilizando RxD e avaliar a associa¢do
de medidas baseadas em imagens com os marcadores
bioquimicos de DMO renal e com aspectos da histo-
morfometria dssea.

METobpos

DECLARACAO DE ETICA

Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com a Lei Federal Brasileira, (11.794, de 08 de ou-
tubro de 2008) e as diretrizes do Conselho Nacional
de Controle de Testes em Animais. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais
da Universidade Federal de Juiz de Fora, protocolo
numero 031/2013.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL E DIETAS

Utilizamos ratos Wistar machos com 8 a 12 semanas
de idade, pesando 200g a 300g. Os animais foram ob-
tidos no Centro de Biologia da Universidade Federal
de Juiz de Fora e divididos aleatoriamente em dois
grupos (grupos Controle e Urémico), contendo 24
animais cada. Os animais do grupo Controle foram
alimentados com dieta padrio (Pragsolugdes, Jau,
Brasil) até o final de 7 semanas. Os animais do grupo
Urémico foram alimentados com dieta enriquecida
com adenina a 0,75% por 4 semanas, seguida de die-
ta enriquecida com adenina a 0,10% nas trés semanas
seguintes (Pragsolucdes) (Figura 1).

Oito animais de cada grupo foram sacrificados
nas semanas experimentais 3, 4 e 7. No dia anterior a
eutandsia, os animais foram alojados em gaiolas me-
tabolicas para coleta de urina de 24 horas. Os ani-
mais foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg) e
ketamina (90 mg/kg) (Konig, Avellaneda, Argentina),
IP. Amostras de sangue foram coletadas por puncdo
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Figura 1. Do dia 0 ao dia 49 (7 semanas), a dieta padréo foi administrada ao grupo Controle. Do dia 0 ao dia 28 (4 semanas), foi administrada
uma dieta de adenina a 0,75% ao grupo Urémico. No dia 28, a dieta de adenina a 0,75% foi interrompida, e do dia 28 ao dia 49 (i.e., 3 semanas),
foi administrada uma dieta de adenina a 0,1% ao grupo Urémico. O peso corporal, a ingestao de alimentos e dgua foram medidos uma vez por
semana. Estrelas indicam os pontos de tempo de medi¢do da ingestao de dgua, volume de urina e eutanasia (N = 8).
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cardiaca. Os fémures esquerdos foram removidos pa-
ra andlise por RxD e histomorfometria dssea.

PARAMETROS BIOQUIMICOS

Nas semanas 3, 4 e 7, a creatinina sérica, P, ALP e Ca,
e os niveis de creatinina e P urindrios foram determi-
nados usando-se um analisador automatico Progress
da LabMax (Labtest Diagnostica SA, Lagoa Santa,
Brasil). Além disso, os testes de hormonio paratire-
oideo sérico (PTH) e kit de fator de crescimento de
fibroblastos 23 (FGF-23) (kit FGF-23 ELIZA, Clone
Cloud Corp. Houston, EUA) foram realizados por
ELISA (R & D Systems, Minneapolis, EUA).

HISTOMORFOMETRIA OSSEA

O fémur esquerdo de 5 animais por grupo foi reti-
rado, dissecado livre de tecido mole, imerso em eta-
nol a 70% e processado como descrito previamen-
te'*. Parametros estdticos, estruturais e dindmicos
de formacgdo e reabsor¢io dssea foram medidos na
metafise distal (aumento de 250x; 30 campos), 195
pm da placa de crescimento epifisiria, usando um
analisador de imagem OsteoMeasure (Osteometrics,
Atlanta, GA, USA). Os parametros estruturais inclu-
iram espessura trabecular (em pm), separacio tra-
becular (em pm) e numero trabecular (em trabécu-
las/mm). Os indices de formacdo estdtica incluiram
a proporc¢do de volume Gsseo trabecular e volume
ostedide em relagdo ao volume dsseo total (ambos
em%), espessura ostedide (em pm) e superficies os-
tedide/osteoblasto (ambos em% da superficie dssea).
Os indices de reabsor¢io estdtica incluiram superfi-
cie erodida e superficie de osteoclastos (ambos em
% da superficie 6ssea). A taxa de aposicao mineral
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foi determinada a partir da distincia entre os dois
marcadores de tetraciclina, dividida pelo intervalo
de tempo entre as duas administracdes de tetracicli-
na e expressa em pm/dia. O tempo de retardo da
mineralizacdo foi expresso em dias. A porcentagem
de superficie dupla (mineralizante) marcada com te-
traciclina por superficie dssea e taxa de formacio
Ossea completaram a avaliagdo dindmica. Os resul-
tados também sdo descritos de acordo com a classi-
ficacio do volume de mineraliza¢io da renovacdo
celular 6ssea (VRO)'. Indices histomorfométricos
foram relatados usando a nomenclatura recomenda-
da pela Sociedade Americana de Pesquisa Mineral e
Ossea't. Todos os dados dos animais foram obtidos
por examinadores cegos para o protocolo do estudo.

AvaLiacAo be DO por RxD

Para anilise por RxD (método direto), o fémur es-
querdo de 6 animais por grupo foi fixado em etanol
a 100%. Imagens de todo o osso foram entio captu-
radas usando uma esta¢io de imagem Pro Kodak In
vivo, equipada com uma camera CCD (Carestream
Health Inc., Rochester, NY). As imagens das RxD
foram obtidas usando os seguintes parametros: 60s
de tempo de exposi¢do, 2x2 binning, KVP35, filtro
de aluminio de 0,8 mm, 2,8 f-stop e campo de visio
de 80 mm. As imagens adquiridas foram analisadas
usando o software Carestream MI Application (ver-
sdo 5.0.2.30, Carestream Health Inc.). Apéds a cali-
brag¢ao da imagem para densidade Optica, a drea Ossea
foi delimitada utilizando-se a ferramenta de selecio
automadtica e a intensidade média de cinza para cada
pixel na area delimitada quantificada em unidades ar-
bitrarias (u.a.)'!3'7,



ANALISE ESTATISTICA

Os dados sdo reportados como média = desvio pa-
drio ou mediana com minimo e mdximo, conforme
apropriado para a distribui¢io dos dados avaliados,
utilizando o teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov. As comparacdes entre os parametros bio-
quimicos da DMO na DRC para os grupos Controle
e Urémicos foram realizadas usando o teste-t de
Student. Os coeficientes de correlacio de Pearson e
de Spearman foram usados para avaliar a relagdo en-
tre DO, medido por RxD, e parimetros bioquimicos
e aspectos da histomorfometria 0ssea na semana 7.
A significancia estatistica foi estabelecida em um va-
lor de p < 0,05, e todas as andlises foram realizadas
usando-se o software de estatistica SPSS (Versao 21;
IBM Corporation, Chicago, IL).

ResuLtADOS

MORTALIDADE E PARAMETROS BIOQUIMICOS

Um animal morreu no grupo urémico na semana 3.
Os resultados da dieta enriquecida com adenina no
CCr sao mostrados na Figura 2A. O CCr foi acentu-
adamente menor no grupo Urémico na semana 4, se-
guindo a dieta inicial com 0,75% de enriquecimento
de adenina por 4 semanas, com niveis de 0,11 = 0,04
mL/min/100g comparado a 0,75 = 0,44 mL/min/100g
para animais no Grupo controle (p = 0,016). Essa dis-
fungdo renal no grupo urémico persistiu por 3 sema-
nas ap0Os a reducido da concentracio de adenina na
dieta para 0,1%, com niveis de CCr na semana 7 de
0,16 = 0,06 mL/min/100g comparado a 0,62 = 0,29
mL/min/100g para o grupo Controle (p = 0,01).

Disfun¢ao renal foi associada a DMO caracte-
rizada por anormalidades bioquimicas especificas.
Hiperfosfatemia foi encontrada nos animais Urémicos
nos 3 momentos (Figura 2B). Os niveis de P no grupo
Urémico aumentaram em comparacao aos animais do
grupo Controle na semana 4, com niveis de 14,70 =
4,87 mg/dL e 7,11 = 0,71 mg/dL, respectivamente (p
= 0,01). Os niveis de P permaneceram elevados na
semana 7, com valores de 10,61 = 2,49 mg/dL e 6,82
+ 0,53 mg/dL para os grupos Urémico e Controle, res-
pectivamente (p = 0,001) (Figura 2B).

A ALP foi estatisticamente maior no grupo
Urémicos em comparag¢dao com o grupo Controle,
em todos os 3 pontos de tempo (Figura 2C). No
grupo urémico, a ALP aumentou gradualmente
para 383,14 = 109,55 u/L na semana 3, 452,71 =
153,43 u/L na semana 4 e 561 + 90,90 u/L no final
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do experimento (semana 7). A fra¢do excretada de
P (FeP) aumentou enquanto a fungio renal piorou.
Os niveis de FeP estavam elevados para os animais
do grupo urémico em comparagio ao grupo con-
trole, nos trés momentos (Figura 2D). Os niveis
de FeP nos animais Urémicos aumentaram para
34,21 = 8,63% e 71,59 = 20,23% nas semanas 3
e 7, respectivamente, em compara¢ao com 20,06
+ 16,83% na semana 7 para os animais do grupo
Controle. Enquanto os niveis de Ca eram compa-
raveis entre 0s grupos nas semanas 3 e 4, os niveis
foram elevados para os animais do grupo urémico
na semana 7 (Figura 2E).

Esperava-se um aumento nos niveis de FGF-
23 paralelamente ao aumento da disfunc¢do renal.
No nosso modelo animal, no entanto, os niveis de
FGF-23 apresentaram uma tendéncia para maior
valor apenas na semana 3 (Figura 2F). Enquanto
os niveis de PTH foram amplamente varidveis no
grupo Urémico, os niveis foram consistentemente
maiores em comparac¢do com o grupo Controle nas
semanas 3 e 4 (Figura 2G). Os valores comparati-
vos foram de 2.659,20 = 392,57 pg / dL vs. 214,84
+ 53,31 pg/ dL (p = 0,001), respectivamente, pa-
ra os grupos Urémico e Controle na semana 3, e
3.769,40 = 1693,62 pg / dL vs. 214,84 = 53,31
pg/ dL (p = 0,01), respectivamente, na semana 4.
Na semana 7, houve apenas uma tendéncia de os
niveis de PTH serem maiores no grupo com uremia
(5.940,2 + 5.740,35 pg / dL vs. 272,3 + 192,22 pg
/dL; p = 0,09) (Figura 2G).

HISTOMORFOMETRIA OSSEA

A histomorfometria dssea revelou que os paridme-
tros Osseos estruturais nio diferiram entre os gru-
pos (Tabela 1). A taxa de formacdo 6ssea (BFR/BS)
foi significativamente maior no grupo DRC do que
no grupo controle. Qutros parametros de formagio
Ossea, tais como superficies ostedide (OS/BS), oste-
oclastos (Oc.S/BS) e osteoblastos (Ob.S/BS) também
foram significativamente maiores no grupo com DRC
(Tabela 1). Estes resultados confirmaram a realizacdo
de uma doenca Gssea de alta taxa de renovacao.

AvaLiacAo be DO por RxD

A andlise qualitativa comparativa das imagens de DO
dos fémures esquerdos de animais dos grupos Urémico
e Controle esta exibida na Figura 3A e 3B. O fémur
esquerdo de animais urémicos mostrou vdrias 4reas
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Figura 2. Parametros bioquimicos coletados nas semanas 3, 4 e 7: (A) Clearance de creatinina (CCr), (mL/min/100g), (B) Fosfato sérico (P) (mg/dL),
(C) Fosfatase alcalina (ALP) (u/L), (D) Fracao excretada de P (FeP) (%), (E) Célcio sérico (Ca) (mg/dL), (F) fator de crescimento de fibroblastos-23
(FGF-23) (pg/dL) e (G) hormonio paratiredideo (PTH) (pg/dL). Os dados sdo expressos como média + DP para cada grupo e o teste-t de Student foi
usado para comparar os dados em cada semana, * p < 0,05.
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TABELA 1 DADOS DE HISTOMORFOMETRIA OSSEA APOS 7 SEMANAS?
Parametros 6sseos Controle Urémico p
Parémetros estruturais
Volume Trabecular (VO/NT, %) 22.64 + 3.71 25.69 + 15.83 0.686
Numero Trabecular (Th.N, mm) 4.20 £ 0.35 4.46 +2.48 0.810
Espessura Trabecular (Tb.Th, pm) 54.03 + 8.57 5778 + 17.92 0.680
Separacao Trabecular (Th.Sp, pm) 185.25 + 18.63 265.23 + 229.92 0.434
Parametro de formacao
Espessura ostedide (O.Th, um) 0.97 (0.49 - 1.46) 4.99 (2.63 - 25.68) 0.077
Superficie ostedide (OS/BS, %) 1.87 + 1.13 33.20 + 21.33 0.010
Superficie osteoblastica (Ob.S/BS, %) 171 £ 0.97 22.79 £ 11.67 0.007
Superficie mineralizante (MS/BS, %) 1.58 + 0.77 2.59 + 0.86 0.139
Taxa de aposicdo mineral (MAR, um/dia) 0.37 +0.20 1.32 + 0.66 0.021
Taxa de formacao 6ssea (BFR/BS, pm?®um?/dia) 0.01 (0.0-0.01) 0.03 (0.02 - 0.04) 0.004
Pardmetros de reabsorcdo
Superficie erodida (ES/BS, %) 3.67 + 0.91 14.20 + 742 0.017
Superficie osteoclastica (0Oc.S/BS, %) 1.09 (0.32 - 1.13) 5.32 (0.34 - 719) 0.012

?Dados expressos como média + DP e teste-t de Student para comparacdo de grupos ou como mediana (min-max) e teste de Mann-Whitney

usados para comparar grupos (N = 5).

Figura 3. (A) Radiografia Digital Representativa (RxD) dos fémures esquerdos de cada grupo, apresentada em escala de cores. (A’) RxD foi
representativa em tons de cinza para o fémur de um animal no grupo Controle, e (A"') tons de cinza RxD representativos para o fémur de um animal
do grupo Urémico. (B) densidade 6ssea calculada a partir da intensidade média dos tons de cinza (a.u.). Os dados sao expressos como média +
DP em cada grupo e o teste-t de Student foi usado para comparar os dados em cada semana, *p < 0,05.
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de reabsorc¢io Ossea grave, indicativas de rarefagio
6ssea. Areas de reducio na espessura do osso cortical
e expansao do osso trabecular foram identificadas em
torno de regides de rarefacdo (Figura 3A). A analise
da densidade 6ptica de todo o fémur (Figura 3B) indi-
cou DO significativamente menor no grupo Urémico,
com valores de DO de 0,57 = 0,08 u.a., comparado
a 0,73 = 0,10 u.a. para o grupo Controle (p = 0,01)
na semana 4 e 0,58 = 0,07 u.a. v.s. 0,68 = 0,06 u.a.,
respectivamente, na semana 7 (p = 0,016).

AssociacAo  ENTRE DO E  ASPECTOS DA
HISTOMORFOMETRIA OSSEA E PARAMETROS BIOQUIMICOS
NA SEMANA 7

Os resultados da andlise de correlacio de Pearson e
Spearman, avaliando a associacdo entre DO, medida

por RxD, e aspectos selecionados da histomorfome-
tria Ossea e pardmetros bioquimicos selecionados de
DMO na DRC s3ao mostrados na Figura 4. A anali-
se revelou uma correlagdo inversa significativa entre
DO e P (r = -0,81; p = 0,002) (Figura 4A), ALP (r =
-0,69, p = 0,01) (Figura 4B), PTH (r = -0,83, p = 0,01)
(Figura 4C), OS/BS (r =-0,70; p = 0,02) (Figura 4D) e
Ob.S/BS (r = -0,70; p = 0,02) (Figura 4E).

DiscussAo

A DRC induz mudancas significativas nos mecanis-
mos de remodelagdo dOssea, resultando em um dese-
quilibrio entre a formagio dssea e sua reabsor¢io. As
mudangas resultantes no conteiido organico mineral
do osso podem ser medidas por varios métodos>'s.
Até onde sabemos, 0 uso de RxD para analise de DO
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Figura 4. Correlacdo de Pearson e Spearman entre densidade éssea medida por Radiografia Digital (RxD) e pardmetros bioguimicos na semana
7: (A) Correlacao entre densidade d¢ssea (DO) e fosfato sérico (P); (B) Correlacdo entre DO e fosfatase alcalina (ALP); e (C) Correlagao entre DO
e hormonio paratiredideo (PTH); (D) Correlacao entre DO e Superficie Ostedide/Superficie Ossea (OS/BS); (E) Correlagédo entre DO e superficie
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osteobldstica/superficie 6ssea (Ob.S/BS).
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em modelos experimentais urémicos nio foi previa-
mente avaliada. Recentemente, a analise da DO em
pacientes com DRC tem ganhado importancia na pra-
tica clinica devido a sua associagio com aumento do
risco de fraturas e aumento da mortalidade geral e
cardiovascular®®?,

Noés adaptamos o modelo de adenina como des-
crito anteriormente?'. Damment et al. modificaram
o protocolo original de alimentagio de animais com
adenina a 0,75% por 4 semanas, adicionando uma fa-
se de manutencio consistindo de uma dieta de adenina
a 0,1% por 18 semanas®'. Em nosso estudo, usamos
as primeiras 4 semanas de alimentagio com adenina
a 0,75% e adicionamos 3 semanas de alimentagio
com 0,1% de adenina. Nosso protocolo de adenina
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adaptado teve como objetivo prolongar o periodo de
disfun¢io renal enquanto reduz a mortalidade?’.

Em nosso modelo experimental, a taxa de filtra-
¢do glomerular (TFG), estimada pelo CCr, foi reduzi-
da em 75% dos valores normais no grupo Urémico no
final do experimento. Extrapolando nossos dados pa-
ra a classificacio da Doenca Renal: KDIGO da DRC,
podemos inferir que a redu¢io da TFG em animais
Urémicos foi equivalente a pacientes com a categoria
422,

A DMO é comum nessa categoria de DRC expe-
rimental?’. No entanto, os sinais DRC estao presen-
tes precocemente no curso da DRC, com niveis sé-
ricos anormais de P, Ca, FGF-23, PTH e calcitriol,
que precedem alteragdes identificaveis na DO?. Essas




alteracoes precoces foram demonstradas por Pereira
et al., que relataram aumento da produ¢io de FGF-23
pelos ostedcitos em pacientes com DRC de categoria
225, Na transi¢do das categorias 2 para 3, a reducdo
da TFG promove uma sobrecarga de P, que estimula
a secrecio de FGF-23 e aumenta a fosfattria??’. A
medida que a DRC progride, o aumento dos niveis
de FGF-23 reduz os niveis de calcitriol e, consequen-
temente, aumenta os niveis de PTH na tentativa de
manter a homeostase do P**?%, As alteragdes bioqui-
micas, principalmente a hiperfosfatemia, sio mais
evidentes quando os pacientes evoluem para DRC na
categoria 4%.

Além da reducdo no CCr, nossos dados reproduzi-
ram a cinética dos indicadores bioquimicos precoces
e tardios da DMO da DRC; os marcadores bioqui-
micos iniciais incluiram um aumento nos niveis de
FeP e FGF-23, com elevacdo dos niveis de PTH e hi-
perfosfatemia como marcadores tardios. Em modelos
experimentais, essas alteragdes bioquimicas e hiper-
fosfatemia, mais especificamente, tém sido correlacio-
nadas a um aumento da prevaléncia de calcificacdo
vascular, distirbios dsseos e mortalidade®*32, A ALP
¢ outro marcador bioquimico da DRC que tradicio-
nalmente tem sido associado a remodelac¢io dssea e
risco cardiovascular em pacientes urémicos, também
aumentada a medida que a funcdo renal diminui®***,

Acreditamos que a auséncia de elevacio significa-
tiva do FGF 23 em nosso estudo se deveu a grande
variagdo intragrupo de animais urémicos na quarta
semana. Além disso, observamos que os niveis séricos
de calcio aumentaram durante o inicio da DRC. Uma
explicagdo potencial poderia ser a caracteristica pecu-
liar do modelo experimental. A adenina pode induzir
elevagio do calcio sérico, como descrito em outros es-
tudos, pois, além de induzir a DRC, atua diretamente
nos osteoblastos, comprometendo sua capacidade de
mineralizagdo, induzindo uma doenga Gssea grave,
com alta taxa de remodelamento®-,

Anormalidades 6sseas em modelos animais tém
sido predominantemente associadas a niveis eleva-
dos de PTH?***. Em nosso modelo, os niveis de PTH
aumentaram durante o experimento, mas os niveis
foram estatisticamente diferentes do grupo Controle
apenas nos primeiros momentos de medi¢io. A au-
séncia de diferengas entre grupos em momentos pos-
teriores provavelmente reflete a grande variabilidade
entre animais nos niveis de PTH na DRC?®.

Pacientes com DRC apresentam alta prevaléncia
de fraturas quando comparados a populagio geral,

Radiografia e densidade 6ssea em ratos urémicos

0 que mostra que a disfun¢do renal aumenta o risco
para essa condi¢ao!’?’. Apos as diretrizes do KDIGO
2012, a avaliacio da DO vem sendo cada vez mais
incluida como componente da investigacdo clinica de
pacientes com DRC, justificada pela importancia do
diagnoéstico precoce de risco de fratura e pela neces-
sidade de novos tratamentos para preservar a massa
Ossea nessa populacao’.

O risco de fratura dssea é definido como a capa-
cidade de um osso de manter sua estrutura sob uma
forca aplicada. Essa capacidade esta diretamente rela-
cionada a DO, qualidade dssea e taxa de remodelacdo
Ossea®”. DO é a fragdo do osso que pode ser quantifi-
cada. Embora comumente avaliada pela DXA, a DO
tem sido avaliada mais recentemente pela TCQ, que
delimita os ossos cortical e trabecular®*°, No entanto,
técnicas rapidas e menos dispendiosas, como a RxD,
também podem ser aplicadas para avaliar a massa
Ossea trabecular e as caracteristicas mais gerais das
alteracdes relacionadas a doenga na DO. A RxD tem
a vantagem de ser mais ficil de usar que o DXA, e o
TCQ € mais vidvel para a avaliacdo bésica'?, sendo
cada vez mais utilizada para fornecer medidas subs-
titutas de DO em pequenos animais!®H134142 A ima-
gem da RxD foi relatada como comparavel a outras
técnicas de imagem (DXA e TCQ), marcadores bio-
quimicos e padrdes histolégicos para diferenciar osso
normal de osso em desenvolvimento'®", bem como
para identificar os efeitos dsseos de varias condigdes,
incluindo diabetes mellitus*?, implantes de titanio*!,
perda dssea induzida por desuso!' e osteoporose®.
Estudos sobre a avaliacdo dssea total na DMO em
modelos experimentais de DRC nio foram encontra-
dos na literatura. Em nossos experimentos, menores
valores de DO medidos por RxD foram encontrados
em animais urémicos em todos os momentos de medi-
¢io, e mudangas na DO correlacionaram-se a mudan-
¢as nos marcadores bioquimicos de DMO caracteri-
zados pela elevacio de PTH, P e ALP e a alteracoes
da histomorfometria 6ssea de uma doenca Ossea de
alta taxa de renovacio. Portanto, havia uma relacio
direta entre a reducdo da DO e a doenga dssea de
alta renovacdo encontrada na DRC*. A auséncia de
correlagdo entre o volume trabecular e a DO pode ser
explicada pelas caracteristicas dnicas do modelo da
adenina. A adenina age diretamente sobre os osteo-
blastos, comprometendo a capacidade de mineraliza-
¢do das células, e induzindo uma relativa hipercalce-
mia e uma doenca Ossea de alta remodela¢io®~7. Em
nosso estudo, encontramos uma superficie ostedide
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aumentada, evidenciando calcificagio éssea compro-
metida; entretanto, também identificamos alta reab-
sorc¢do Ossea caracterizada pelo aumento da superficie
dos osteoclastos. Portanto, na auséncia de mineraliza-
¢do do tecido dsseo, a DO medida pela RxD é menor
que a encontrada nos animais do grupo Controle.

As limitagdes do nosso estudo devem ser reco-
nhecidas. Enquanto estudos prévios em roedores de-
monstraram uma boa correla¢io dos achados de RxD
com os resultados de DXA e TCQ, bem como com
marcadores séricos de doenca Ossea, a inclusiao de ou-
tra técnica de imagem para comparacdo teria fortale-
cido os achados de nosso estudo'’.

CoNcLUSAO

Em conclusdo, a RxD foi capaz de detectar a reducdo
de DO em fémures de ratos urémicos, e os resultados
foram associados a marcadores de doenga dssea de
alta remodelacdo associada 2 DRC. Assim, a RxD é
uma ferramenta util no estudo da DO em modelos
animais de DRC.
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