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PRINCIPAL ESTRATEGIA ADOTADA 4

DIETA ANIONICA

¢ Induz uma leve queda do pH sanguineo levando a
uma aborgao ativa de calcio

+¢* Baixa palatabilidade acentuando o BEN

** Porém, a baixa palatabilidade da dieta fornecida proximo ao parto pode reduzir a ingesta alimentar e
contribuir para acentuar o balan¢o energético negativo, aumentando ainda mais a possibilidade de
ocorréncia de doencas relacionadas a desordens metabadlicas

REINHARDT et al., 2011
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HOMEOSTASE

Vitamina D3
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Coves e Goff, 2014



OBIJETIVO

Avaliar se mudancgas no pH extracelular
alteram os receptores sensiveis ao Ca*?
nas células renais e paratireidides

14



MATERIAIS E METODOS @

Mobilizacao
Analise do Secrecao do Fosforilagdo e do Ca*2 em

Ca*2, PTH polimerizacao meio de
albumina




MATERIAIS E METODOS @

1° Ensaio: Andlise da [Ca*%] em células HEK-293 e células da
paratiredide bovina por fluorometria

Células HEK 293 ( células renais)

Ceélulas da paratiredide bovina

16




MATERIAIS E METODOS ®

NIDAO
nupeec

As céelulas foram embebias em solucao nutritiva contendo

marcadores fluorescentes e analisadas por fluorometria

V.
HEK 293
cells

DMEM: nutriente
especifico para cultura
marcador FURA 2 / AM de células

Células embebidas com
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 1: Resposta dos receptores de Calcio das HEK 293, a
variacao do pH (7,4 — 7,6).

" P<0,05; ***P<0,001; *"*P<0,001
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 2: Resposta dos receptores de Calcio das HEK 293, a
variacao do pH (7,4 — 7,2).

" P<0,05; ***P<0,001; *"*P<0,001 19



RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 1: Resposta dos receptores de Calcio das Figura 2. Resposta dos receptores de Calcio
HEK 293, a variacdo do pH (7,4 — 7,6). das HEK 293, a variagao do pH (7,4 —7,2).

" P<0,05; ***P<0,001; *"*P<0,001 20
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Calcio total plasmatico (mg/dL)
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MATERIAIS E METODOS

2° Ensaio: Quantificacao de PTH secretado por celulas da paratireoide
bovina, pelo método ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay);

22



RESULTADOS E DISCUSSAO

Ca?*,1.2mM
*
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Figura 4: Células de paratiredide humana em solucéo com 1,2 mM de Ca, contendo solucdes
tampdes para pH de 7,0 a 7,8, substituidas a cada 5 minutos, com o PTH quantificado em

fentograma por minuto por célula.
23
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RESULTADOS E DISCUSSAO

3° Ensaio: Verificacdo da atuacao dos CaR, por medicao da
atividade de fosforilacdo da enzima ERK (extracellular-signal-
regulated kinases), por Iimmunoblotting, e a atividade, de
polimerizacdo de actina, sob diferentes concentracées de Ca*? , por
iIntermedio da fluorometria.

27



RESULTADOS E DISCUSSAO M

*%

0

7.27.47.6pH,

Figura 05: Fosforilacdo da ERK,
detectada por immunoblotting, apos
tratamento com 3,5 mM de Ca*?
por 10 minutos, sob diferentes
concentracOes de pH (7,4 £ 0,2).

Polimerizacao da actina

7.2 7.4

ii)0.5Ca iii)1.5Ca ** iv)1.8Ca

727476 772747678 727476 pH,

Figura 06: Medicao da atividade de
polimerizacéo de actina, em diferentes pH,
com concentracdo de Calcio extracelular de
1,5 mM.



RESULTADOS E DISCUSSAO M

4° Ensaio: Mobilizagdo de Ca*“ em meio rico em albumina (5% p/v), em
diferentes pH_

3mM Ca?* 350/380 3mM Caz* % control +
|

H. 7.6 % control % 100+
350/380 P* 2001 1.25- pH, 7.2 " . g
1.1 1: ce 50-
cell 200" 1.25
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0.9
: . . ; . 0
; 47674 pH : o,
0 (mins) 10 20 747674 PHo Hiora 08 Resposta  diminuida  dos
Figura 07: Resposta aumentada dos receptores ~ eceptores de Calcio, com 3 mM de Ca
de Calcio, com 3 mM de Ca extracelular (+ 5% extracelular (+ 5% de albumina p/v), quando

de albumina p/v), quando pH alcanca 7,6. pH alcanca 7,2.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 09: Experimento idéntico, com o0 uso de células da paratiredide bovina. Resposta
aumentada dos receptores de Calcio, com 2,5 mM de Ca extracelular (+ 5% de albumina p/v),
guando pH alcanca 7,6.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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nupeec

Alteracdes fisiopatoldgicas do pH, sdo capazes de modular os CaR, tanto
nas células HEK-293 quanto nas da paratiredide. Os resultados in vitro
demonstram que, disturbios acido-basicos afetam os CaR podendo

alterar a funcao da paratiredide e o metabolismo do calcio in vivo.



TESE

A administracao do produto no pré-parto, estimula maior secrecao do

PTH tornando a reabsorcao de calcio mais efetiva no pos-parto

O produto nao interfere no pH sanguineo, promovendo uma ativacao da

homeostase do calcio mais rapida

¥F B -
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RESULTADOS E DISCUSSAO

pH nao foi alterado
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