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Resumo

Introducao: A calcificacio vascular é uma
complicagdo comum da doenga renal cronica.
O fator de diferenciacio osteoblastica (Cbfal)
estd presente em cortes histoldgicos das arté-
rias de pacientes com doenga renal em estagio
terminal. As células do musculo liso vascular
(CMLV) podem desdiferenciar para células
do tipo osteoblastos, possivelmente pela re-
gulagdo positiva da Cbfal. Ha evidéncias de
que a produgdo de 6xido nitrico (NO) pode
ter um papel importante na regulagdo do me-
tabolismo dos osteoblastos. O objetivo deste
estudo é avaliar se 0 aumento da expressio de
NO/INOS causa um aumento na expressio
de cbfal nas CMLV. Métodos: As CMLV fo-
ram obtidas da artéria renal de ratos machos
Wiistar, tratados por 72 horas com lipopolis-
sacarideo (LPS), B-glicerofosfato (BGF), um
doador de fosfato e aminoguanidina (AG),
um inibidor da iNOS, nos seguintes grupos:
CTL (controle), LPS, BGE LPS + BGF ¢ LPS +
AG. A sintese de NO foi determinada por qui-
mioluminescéncia. As expressdes de mRNA
de Cbfal e iNOS foram analisadas por RT-
-PCR, a expressio da proteina Cbfal por
imunohistoquimica e viabilidade celular por
laranja de acridina. Resultados: As expressoes
de mRNA de Cbfal e iNOS foram maiores
em LPS e LPS + BGF v.s. CTL (p < 0,05) e
menores em LPS + AG v.s. LPS (p <0,05). O
Cbfal nos grupos LPS e LPS + BGF também
resultou em um valor maior em comparagio
ao CTL (p < 0,05), e no LPS + AG foi menor
em comparagdo ao LPS (p < 0,05). NO foi
maior no LPS e LPS + BGF em comparagio
ao grupo CTL (p < 0,05) e menor no LPS +
AG em comparagio ao grupo LPS (p < 0,05).
A viabilidade celular nio mostrou diferenca
estatistica entre os grupos. Conclusao: Este
estudo mostrou que o aumento da expressao
de NO/iNOS causa um aumento na expres-
sdo de cbfal nas CMLV.

Palavras-chave: Fatores de Ligacdo ao
Core; Nefropatias; Midcitos de Musculo
Liso; Oxido Nitrico Sintase.

ABSTRACT

Introduction: Vascular calcification is a
common complication of chronic kidney
disease. Osteoblast differentiation factor
(Cbfal) is present in histologic sections
of arteries from patients with end-stage
renal disease. Vascular smooth muscle
cells (VSMC) can dedifferentiate to osteo-
blast-like cells, possibly by up-regulation
of Cbfal. There is evidence that the pro-
duction of nitric oxide (NO) may have an
important role in the regulation of osteo-
blast metabolism. The aim of this study is
to evaluate whether increased NO/iINOS
expression causes an increase in cbfal ex-
pression in VSMC. Methods: VSMC were
obtained from renal artery of Wistar male
rats, treated for 72 hours with lipopolysac-
charide (LPS), 8-glycerophosphate (BGF),
a donor of phosphate and aminoguanidine
(AG), an inhibitor of iNOS, in the follow-
ing groups: CTL (control), LPS, BGF, LPS
+ BGE, and LPS + AG. NO synthesis was
determined by chemiluminescence. Cbfal
and iINOS mRNA expressions were ana-
lyzed by RT-PCR, Cbfal protein expres-
sion by immunohistochemistry and cel-
lular viability by acridine orange. Results:
Cbfal and iNOS mRNA expressions were
higher in LPS and LPS+ BGF vs CTL (p <
0.05), and they were lower in LPS+AG vs
LPS (p < 0.05). The Cbfal in the groups
LPS and LPS+BGF also resulted in a higher
value compared to CTL (p < 0.05), and in
LPS+AG it was lower compared to LPS
(p < 0.05). NO was higher in LPS and
LPS+BGF compared to CTL group (p <
0.05) and lower in LPS + AG compared
to LPS group (p < 0.05). Cellular viabil-
ity showed no statistical difference among
groups. Conclusion: This study showed
that increased NO/iNOS expression causes
an increase in cbfal expression in VSMC.
Keywords: Core Binding Factors; Kidney
diseases; Myocytes, Smooth Muscle;
Nitric Oxide Synthase.
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INTRODUCAO

A patogénese da calcificagio vascular ndo é comple-
tamente compreendida na pratica clinica. Portanto,
compreender os mecanismos reguladores que contro-
lam essa calcificacdo é essencial para explorar alvos
terapéuticos para possiveis aplicacdes clinicas.

As células musculares lisas vasculares (CMLV) s3ao
os componentes celulares da parede normal dos va-
sos sanguineos, que fornecem integridade estrutural e
regula o didmetro dos vasos, contraindo e relaxando
dinamicamente em resposta a estimulos vasoativos!.

A calcificagdo vascular é um processo regulado
ativamente semelhante a osteogénese, no qual prote-
inas associadas aos ossos podem estar envolvidas. O
fator de diferenciacdo dos osteoblastos (Cbfal) é um
fator critico para os osteoblastos, € acredita-se que a
expressdo das proteinas da matriz dssea seja a chave
que transforma a célula mesenquimal em uma célula
do tipo osteoblastos e, portanto, leva a calcificagio
do VSM(C23,

Estudos demonstraram que o Cbfal controla a
expressdo de osteopontina, coldgeno tipo I e osteocal-
cina nos osteoblastos e tem sido associada a uma cal-
cificacdo exagerada observada em células do musculo
liso cultivadas*. Essas células mineralizam na presen-
ca de of-glicerofosfato (BGF), um doador de fosfato,
com regulagdo positiva de Cbfal’.

Anormalidades no metabolismo mineral, em par-
ticular a hiperfosfatemia, frequentemente observada
na doenga renal crénica, emergiram como um regula-
dor-chave da calcifica¢ao vascular e foram considera-
das fatores de risco para mortalidade cardiovascular
nessa populagio®’. O NO é uma molécula de sinali-
zagao celular com multiplos papéis, incluindo a regu-
lacao dos tonus vascular e da neurotransmissao®’. O
NO é produzido pela maioria das células do corpo
e seu substrato é a L-arginina, que sob o efeito da
oxido nitrico sintase (NOS) gera L-citrulina e NO,
O NO sintetizado pelas células endoteliais é crucial
para manter a saude vascular e prevenir o desenvol-
vimento de doengas vasculares’. A NOS apresenta
duas isoformas: a constitutiva (cNOS) e a induzivel
(iINOS); este ultimo pode ser induzido por agentes
como lipopolissacarideo (LPS) de vdrias bactérias e
inibido pela aminoguanidina (AG)!2. A expressdo da
NOS foi detectada i vivo e in vitro na linhagem celu-
lar osteoblastica'? e ha evidéncias de que a produgio
de NO pode ter um papel importante na regulacdo do
metabolismo dos osteoblastos!.

Cbfa-1 nas CMLV pode ser aumentado por NO/iNOS

Estudos sobre o efeito do NO na funcio osteoblds-
tica ndo sdo claros. Alguns pesquisadores mostraram
que os doadores de NO aumentam a producdo de
c¢GMP e a atividade da fosfatase alcalina, e induzem a
formacio de nddulos Gsseos in vitro'>'®. Portanto, o
objetivo do presente estudo foi avaliar se 0 aumento
da producdo de NO pela iNOS afeta a expressdo de
Cbfal nas CMLYV da artéria renal do rato.

MEetopos

Este estudo foi aprovado pelo Comité Institucional de
Etica Animal.

CuLtura CMLV

Ratos machos Wistar pesando 250 a 300g foram
anestesiados com uma mistura de Ketamina (80 mg/
kg) e xilazina (10 mg/kg) por inje¢do intraperitoneal.
Os rins foram isolados através de uma incisdo abdo-
minal e as artérias renais foram removidas e lavadas
em solu¢do salina tamponada com fosfato (PBS). Foi
utilizada a técnica de explante para cultura primaria
de células musculares lisas. As células foram cultiva-
das em frascos de cultura de 25 ¢cm?, em meio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) com NaHCO3
(2 g/L), Hepes (2,6 g/L) e penicilina (10.000 U/L)
suplementada com 20% de soro fetal bovino (FBS)
e incubados em atmosfera umidificada com 5% de
CO, a 37°C. Apbs a primeira passagem, foi utilizado
DMEM com 10% de FBS.

As células foram utilizadas nas experiéncias entre
a terceira e a décima passagem e foram tratadas du-
rante 72 horas'’, de acordo com os seguintes grupos
experimentais: controle de CTL (DMEM 10%); LPS
(DMEM 10% + LPS 100 pg/mL); BGF (DMEM 10%
+ BGF12 mM); LPS + BGF (DMEM 10% + LPS +
BGF); ¢ LPS + AG (DMEM 10% + LPS + AG 30 mM).

Apéds 72 horas, os meios de cultura de células fo-
ram coletados e armazenados a -20°C para determi-
nacdo do 6xido nitrico. As células foram lisadas com
dodecilsulfato de sédio a 2% (SDS) para determina-
¢do da proteina.

CURVA DOSE-RESPOSTA

Um grupo distinto de células foi tratado por 72 horas
com LPS (50, 100, 200 ou 300 pg/mL). A curva de
resposta a dose da NOS foi obtida pela medi¢do do
NO no meio de cultura e nas expressdes de iNOS e
mRNA de Cbfal.
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DetermINACAO NO

O NO foi determinado no meio de cultura de células
pelo método de quimioluminescéncia'’. Utilizamos o
Analisador de Oxido Nitrico Modelo 280 (NOATM)
da Sievers Instruments, Inc. (Boulder, CO, EUA), um
detector de alta sensibilidade para medir 6xido nitri-
co, com base em uma reacdo quimioluminescente em
fase gasosa entre 6xido nitrico e ozbénio: NO + O3
> NO- 2 + 02 NO- 2 - NO2 + hv. A emissdo do
diéxido de nitrogénio eletricamente excitado estd na
regido vermelha e no infravermelho préximo do es-
pectro, e é detectada por um tubo fotomultiplicador
sensivel ao vermelho, resfriado termoeletricamente. A
sensibilidade para a medi¢io do NO e seus produtos
de rea¢do em amostras liquidas é de = 1 picomol.

VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada pelo corante fluo-
rescente laranja de acridina e brometo de etidio. Apds
as células terem sido tripsinizadas, uma amostra de
10 pL de suspensdo de células foi incubada com 0,3
pL de soluc¢do de acridina laranja/brometo de etidio
(100 pL/mL de cada corante). A laranja de acridina é
permedvel as células e liga-se ao DNA de fita dupla
que emite uma fluorescéncia verde (excitacdo 502 nm
e emissdo de 525 nm) ou RNA de fita simples que
emite uma fluorescéncia laranja avermelhada (exci-
tacdo 460 nm e emissdo de 650 nm). Em contraste,
o brometo de etidio se liga apenas ao DNA de fita
dupla e também emite uma fluorescéncia vermelha
(excitagdo 510 nm e emissao 595 nm); no entanto,
a célula ndo é permedvel ao corante quando a mem-
brana plasmatica estd intacta e, portanto, apenas as
células necrdticas o absorvem (com a fluorescéncia
vermelha anulando o verde/laranja do laranja acri-
dina). As suspensoes celulares foram observadas sob
um microscépio fluorescente com ampliagio de 40X
e foram contadas 200 células de varios campos mi-
croscopicos. As células que emitem uma fluorescéncia
verde foram consideradas vidveis, enquanto as que
emitem uma fluorescéncia vermelha foram considera-
das invidveis. As células vidveis foram relatadas como
porcentagem do total de células contadas.

REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE COM TRANSCRICAO
REVERSA (RT-PCR) pe INOS E Csra1

O RNA total foi extraido das células cultivadas pelo
método TRIZOL®. O RNA resultante foi usado para
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gerar o fragmento de cDNA correspondente ao iNOS
por amplificagdo por RT-PCR usando os iniciadores
para iNOS (464 pb): 5>-CCG GAT CCT CTT TGC
TAC TGA GGA AGG-3" e 5-CCG AAT TCG GGA
TCT GAA TGC AAT GTT-3 ‘. Os parametros de ci-
clagem foram iniciados a quente a 95 °C por 3 minu-
tos; seguidos de 40 ciclos a 95 °C por 30 segundos;
55 °C por 30 segundos; 72 °C por 30 segundos; 72
°C por 7 minutos e 4 °C. Os iniciadores para Cbfa-1
(111 pb): 5>-CCT CAC TGA GAG CCG CTT CT- 3
‘e 5°-GTA GTG AGT GGT GGC GGA GGC CAT-
3’ foram iniciados a quente a 95 °C por 3 minutos;
seguidos de 40 ciclos a 95 °C por 45 segundos; 56
°C por 45 segundos; 72 °C por 45 segundos; 72 °C
por 10 minutos e 4 °C. Os produtos de RT-PCR fo-
ram envolvidos em gel de agarose a 3% e visualiza-
dos por coloragio com EB. Finalmente, uma figura
foi obtida pelo Sistema de Documentacdo e Analise
de Eletroforese Kodak (EDAS), modelo DC120, EUA,
utilizando um filtro de brometo de etidio, acoplado
a um transiluminador UV. A densidade da banda foi
analisada por densitometria de varredura utilizan-
do o software image Quant 4.0 (Storm) (Molecular
Dynamics, Sunnyvale, CA, EUA). A estimativa se-
mi-quantitativa de RNA foi realizada com B-actina
(191pb) para controle. Os resultados sio relatados
como a razdo de unidades arbitrarias das densidades

da banda.

IMuNOHISTOQUIMICA - CBFA1

Uma suspensio de células (3x105 células/mL) foi usa-
da para as preparacdes em camada fina com a cito-
centrifuga Cytospin (Shandon, Pittsburgh, PA EUA).
As preparagoes foram fixadas em acetona e lavadas
em PBS. As células foram incubadas em uma cama-
ra umida escura a temperatura ambiente por 2 ho-
ras, com anticorpo policlonal de cabra contra Cbfal
(Santa Cruz Biotechnology, Califérnia, EUA, diluicio
1/100). Apos lavagens em PBS, as células foram trata-
das com o anticorpo secundério e o complexo estrep-
tovidina-biotina-peroxidase de acordo com os fabri-
cantes do LSAB (DAKO A/S, Glostrup, Dinamarca).
A hematoxilina foi usada para contra-manter os
niacleos. As células imunorreativas mostraram cito-
plasma de coloragdo marrom escuro. As liminas fo-
ram analisadas por microscopia dptica convencional
(Leica DM1000, Suiga). A quantificagio foi realizada
por um microssistema de programa de quantificacao
automatizado (Leica LAS V3.8, cAmera DFC310 FX).



ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram relatados como média = erro pa-
drdao da média (EPM). Para comparar a sintese de NO
e a imunocitoquimica entre os grupos, foi utilizada a
andlise de varidncia unidirecional (ANOVA). A RT-
PCR foi quantificada por densitometria, e a diferenca
nas razoes Cbfal/B-actina e iNOS/B-actina entre os
grupos foi comparada por ANOVA com o teste post-
-hoc de Tukey. A significancia estatistica foi definida
como p < 0,0S.

ResuLTADOS

Todos os grupos apresentaram viabilidade celular se-
melhante ao CTL (96,3 = 2,1%) (p > 0,05): LPS con-
trole (96,9 = 2,5%), LPS + AG (93,5 + 5,1%), LPS +
BGF (95,3 = 2,6%) e BGF (96,2 = 3,7%).

A curva dose-resposta de LPS na sintese de NO ¢
mostrada na Tabela 1. A sintese de NO foi maior em
todos os grupos em comparagido com o LPS 50 (p <
0,035).

A Figura 1 mostra os resultados da sintese de NO
(nmol/mg de proteina) por CMLV nos grupos: CTL,
LPS, LPS + AG, LPS + BGF e BGF. Comparando com
o grupo CTL, a sintese de NO aumentou no LPS
(118,9 = 11,6 v.s. 75,6 = 5,15 p < 0,05) e diminuiu
nos grupos LPS + AG ¢ BGF (31,8 = 1,5 e 53,0 =
3,9, respectivamente; p < 0,05). Comparado ao LPS,
a sintese de NO diminuiu em LPS + AG (31,8 = 1,5;
p < 0,05) e no BGF (53,03 = 3,9; p < 0,05). A sintese
de NO no grupo LPS + BGF (93,4 = 15,7) aumen-
tou quando comparada ao grupo controle e diminuiu
quando comparada ao grupo LPS, embora ndo tenha
sido encontrada significancia estatistica.

A Figura 2 mostra a imagem em gel representativa
da curva de resposta a dose de LPS nas expressdes de
mRNA de Cbfal e iNOS a 50, 100 ou 200 pg/mL. A
analise densitométrica de Cbfal/B-actina mostrou va-
lores mais baixos com LPS 50 (0,20 = 0,10) em com-
paragdo com LPS 100 (0,36 = 0,06) ou LPS 200 (0,39

Cbfa-1 nas CMLV pode ser aumentado por NO/iNOS

= 0,11) (p < 0,05), e iINOS/B-actina mostrou menor
valores com LPS 50 (0,35 = 0,05) em comparagio
com LPS 100 (0,63 = 0,12) ou LPS 200 (0,95 = 0,19)
(p <0,05).

A Figura 3 mostra a imagem em gel representativa
(A) e a quantificacdo densitométrica (B) do mRNA de
Cbfal ou iNOS nos grupos CTL, LPS, LPS + AG, LPS
+ BGF ou BGF. Nas células tratadas com LPS ou LPS
+ BGE, foi detectada a expressio do RNAm do iNOS
(0,90 = 0,13 ¢ 0,89 = 0,23, respectivamente), enquan-
to nos CTL e nos grupos tratados com LPS + AG ou
BGF nio houve expressao do RNAm do iNOS. Houve
uma superexpressio do mRNA de Cbfal em rCMLV
tratadas com LPS (0,45 = 0,09) ou LPS + BGF (0,48
= 0,07) quando comparado ao controle (0,20 = 0,04;
p < 0,05, para ambos), enquanto naqueles tratados
com LPS + AG (0,14 = 0,04) a expressio de mRNA
de Cbfal foi menor quando comparada ao grupo LPS
(p < 0,05).

A Figura 4 mostra a imagem em gel representa-
tiva da resposta a dose de AG no mRNA de Cbfal
ou iNOS, em células tratadas com LPS 100 pg/mL.
Quanto a expressio do mRNA de Cbfal, nio foi ob-
servada diferenca nas doses de 5, 10 ou 20 mM de
AG quando comparado ao LPS sozinho. A expressio
de mRNA de Cbfal na dose de 30 mM de AG (0,11
= 0,04) foi menor em comparacdo com o LPS sozi-
nho (0,56 = 0,09) (p < 0,05). A expressio do RNAm
da iNOS também foi menor em 30 mM de AG (0,47
+ 0,06) quando comparado apenas com o LPS (p <
0,03).

A Figura 5 mostra as imagens da expressio da
proteina Cbfal nos grupos CTL (A); BGF (B); LPS
(C) e LPS + AG (D).

A Figura 6 mostra a porcentagem de drea man-
chada de Cbfal. A expressio de Cbfal aumentou no
grupo LPS quando comparado ao grupo CTL (15,64
= 1,16 v.s. 1,36 = 0,12; p < 0,05), e no grupo LPS +
AG diminuiu quando comparado ao LPS (5,25 + 0,44
v.s. 15,64 = 1,165 p < 0,05).

TaABELA 1 CURVA DOSE-RESPOSTA DA SINTESE DE NO (NMoL/MG DE PROTEINA) Nas CMLV expostas A LPS (50, 100, 200
ou 300 rG/ML) POR 72 HORAS
LPS LPS LPS
Grupo
50 ug/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 300 pg/mL
51.8 + 3.8 104.5 + 22.0° 123.9 + 12.3° 1979 + 44 1@

Média + EPM, andlise de varidncia one-way (ANOVA); 2 p < 0.05 v.s. LPS 50 pg/mL
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Figura 1. Sintese de NO em CMLYV cultivadas e tratadas com LPS (100
pg/mb), LPS + AG (30 mM), BGF (12 mM) ou LPS + BGF (12mM),
analisados pelo método de quimioluminescéncia. Média + EPM (N = 5
para todos os grupos). * p < 0,05 v.s. controle (CTL); # p < 0,05 v.s. LPS.

Figura 2. Resposta a dose de LPS (50, 100 ou 200 pg/mL) na expressao
de mRNA de Cbfal ou iNOS em CMLV. Produtos representativos de
amplificacdo por RT-PCR utilizando os iniciadores para Cbfal, iNOS
ou B-actina.

Figura 3. Efeitos de LPS (100 pg/mL), LPS + AG (30 mM), LPS + BGF
(12 mM) ou BGF (12 mM) na expresséao de Cbfal e iNOS. (A) Produtos
representativos de amplificacdo por RT-PCR utilizando os iniciadores para
Cbfa1, isoforma iNOS ou B-actina. (B) Andlise densitométrica de Cbfal1/g-
actina ou INOS/B-actina. *p < 0,05 v.s. CTL, p < 0,05 v.s. LPS.
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Figura 4. Resposta a dose de AG (5, 10, 20 e 30 mM) nas expressoes
de mRNA de Cbfa-1 ou iNOS apds 72 horas de tratamento com
LPS (100 pg/mL) em CMLV cultivadas. Produtos representativos
de amplificagdo por RT-PCR utilizando os iniciadores para Cbfa1,
isoforma iNOS ou B-actina.

Figura 5. Imunocitoquimica de Cbfa1. A-CTL, B-BGF (12 mM), C-LPS
(100 pg/mL), D-LPS (100 pg/mL) + AG (30 mM).

Figura 6. Quantificacao da imunocitoquimica. Area corada Cbfal. * p
<0,05v.s. CTL; #p < 0,05 v.s. LPS.

DiscussAo

No presente estudo, foram avaliadas expressdes de
RNAm e proteinas da sintese de Cbfal, iNOS e NO
em CMLYV cultivadas. Descobrimos que a expressio
de Cbfal aumentou com o crescimento na produgio
de NO devido ao aumento da expressiao de iNOS.



A expressio de mRNA dos niveis de Cbfal e
iNOS e NO foi maior em LPS e LPS + BGF e menor
quando AG foi adicionado. As Cbfal analisadas por
imunohistoquimica nos grupos LPS ou LPS + BGF fo-
ram maiores quando comparadas as CTL.

De acordo com a nossa curva de resposta a dose
de NO nas CMLYV tratadas com LPS (Tabela 1), foi
observado um aumento progressivo da sintese de NO
de LPS 50 para 300 pg/mL. A dose de 100 pg/mL
foi utilizada, pois ja foi demonstrado anteriormente
que essa dosagem foi capaz de induzir a expressio da
iNOS e aumentar a sintese de NOV.

A sintese de NO aumentou na presenca de LPS e
diminuiu quando AG foi adicionado; no entanto, na
presenca de BGE, nio podemos explicar por que ocor-
reu uma diminui¢io na produgdo de NO. Além disso,
até o momento, nio existem dados na literatura sobre
essa questao (Figura 1).

O LPS geralmente é capaz de induzir a expressio
de iNOS e aumentar a produgdo de NO em 24 horas.
No entanto, de acordo com Jono et al.2, 72 horas é o
momento ideal para aumentar a expressio de Cbfal
ap6s a adi¢do de BGF em CMLYV cultivadas, manten-
do a viabilidade celular. Além disso, os metabdlitos
do NO, nitritos e nitratos, ficam estdveis em 72 horas.

Na curva de resposta a dose do mRNA Cbfal e
iNOS, houve um valor mais alto nas doses de 100 e
200 pg/mL apds 72 horas, como mostra a Figura 2.

Nas Figuras 3A e 3B, observamos que o mRNA
da iNOS estava superexpresso quando as células fo-
ram tratadas por LPS e foram inibidas pela AG. Em
relagdo a expressdo de Cbfal, nossos resultados mos-
traram um comportamento semelhante, ou seja, uma
superexpressdo de Cbfal em células tratadas com LPS
e uma inibicdo do gene quando AG foi adicionado a
cultura. Se existe ou nio um mecanismo direto que
leve ao aumento da expressdo de Cbfal por meio do
iNOS, é necessario aprofundar a discussdo.

As experiéncias realizadas em nosso laboratério
com CMLYV tratadas apenas com AG ndo mostraram
diferenca na expressio de Cbfa-1. A dose de 30 mM
de AG foi escolhida por ser a dose ideal para inibir
iNOS e Cbfal apds 72 horas (Figura 4). Embora algu-
mas investiga¢des tenham utilizado a dose de AG em
torno de 100 pM para inibir a expressio da NOS, os
protocolos estabelecidos por outros estudos variaram
de 10 a 100 mM'$:%,

Alguns estudos investigaram a relagdo das isofor-
mas NOS com Cbfal em células osteobldsticas?*?!.

Cbfa-1 nas CMLV pode ser aumentado por NO/iNOS

Sabe-se que tanto as células CMLV quanto os osteo-
blastos sio da mesma origem mesenquimal®>?3. Além
disso, em alguns estados de doenga, as CMLV podem
se desdiferenciar em células do tipo osteoblastos, um
mecanismo mediado por Cbfal?*. Jono et al.! demons-
traram pela primeira vez que as CMLV mineralizam
na presenga de BGF a 12 mM, com regulacdo positiva
de Cbfal'. Por outro lado, Moe et al.* demonstraram
que nas CMLV bovinas incubadas em soro urémico
de pacientes em hemodidlise, houve uma regulagio po-
sitiva da Cbfal por meio de um mecanismo mediado
sem fosforo, sugerindo que a etiologia da calcificacdo
vascular em pacientes em didlise é multifatorial. Para
testar os efeitos do fosforo na expressio de Cbfal, adi-
cionamos BGF as CMLV cultivadas. Diferentemente
do estudo de Jono, nio foi possivel observar uma su-
perexpressio de Cbfal ap6s aumentar a concentragio
de fosfato. Nao houve superexpressio do mRNA de
Cbfal nas células apds a adi¢io de BGF e ndo pude-
mos observar uma superexpressao desse gene apos o
tratamento com LPS + BGF; essa superexpressio foi
semelhante a do LPS isoladamente, confirmando a au-
séncia de efeitos de BGF na Cbfal.

A expressdo da proteina Cbfal por imunohisto-
quimica foi maior na presenga de LPS em compara-
¢do aos grupos CTL e BGF; e na presenca de AG, foi
menor em comparagio ao grupo LPS, como mostrado
nas Figuras 5 e 6.

Nossos resultados estido de acordo com os de Moe
et al., mostrando que a expressio de Cbfal pelas
CMLYV pode ser induzida por um mecanismo ndo me-
diado por fésforo, entre outros*, como espécies reati-
vas de oxigénio.

Embora o estresse oxidativo nido tenha sido ava-
liado neste estudo, deve-se lembrar que as espécies re-
ativas de nitrogénio atuam em conjunto com espécies
reativas de oxigénio, danificando células e causando
estresse nitrosativo®. Portanto, essas duas espécies sio
frequentemente referidas coletivamente e teriam que
ser melhor avaliadas em estudos futuros.

Embora tenha havido um aumento na expressao
de Cbfal ap6s o aumento da expressio de NO/iNOS,
ndo se pode dizer que foi devido a um caminho direto
ou indireto. Para apoiar esta hipdtese, novas investi-
gacoes sobre mecanismos serdo necessirias para uma
melhor compreensido da complexa relagdo entre o sis-
tema NO e a expressdo do gene Cbfal.
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CONCLUSAO

Em conclusio, este estudo mostrou que o aumento da
expressdo de NO/iNOS causa um aumento na expres-
sao de cbfal nas CMLYV cultivadas, indicando que o
aumento da producdo de NO pode participar da ex-
pressao de Cbfal.
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