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COSTA, F. S. Tirotoxicose experimental em gatos: efeitos sobre o tecido
0sseo, isoenzimas da fosfatase alcalina e metaloproteinases de matriz -2 e -9.
Botucatu, 2006. 113p. Tese (Doutorado em Radiologia de Animais) —
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”.

RESUMO

O hipertiroidismo felino €& caracterizado pela presenca de excessivas
concentracdes plasmaticas dos hormdnios tiroidianos. Para melhor caracterizar
os efeitos da tirotoxicose, 16 gatos foram submetidos experimentalmente ao
estado hipertiroidico a partir de uma dose de 150ug/kg de levotiroxina sodica a
cada 24 horas durante 42 dias. Foram analisados os niveis séricos dos
hormonios tiroidianos pela técnica de radioimunoensaio e a densidade mineral
0ssea da extremidade distal do radio direito pela metodologia de densitometria
Optica em imagens radiograficas. As metaloproteinases de matriz —2 e —9 foram
avaliadas pela técnica de zimografia a partir de amostras séricas de um grupo
de cinco animais que apresentaram-se com marcante desmineralizagdo 0ssea.
Adicionalmente, foi analisado o perfil plasmatico das enzimas fosfatase
alcalina, ALT, AST e GGT, assim como avaliacdo das isoenzimas de origem
0ssea e hepatica da fosfatase alcalina. Os resultados demonstraram haver uma
elevacdo dos niveis séricos dos horménios tiroidianos acompanhada de
significativa desmineralizagdo 6ssea e hiperfosfatasemia. As formas ativas das
MMPs -2 e —9 apresentaram uma forte correlacdo negativa com os valores
densitométricos da extremidade distal do radio dos animais. A avaliacdo da
bioquimica sérica revelou marcante hiperfosfatasemia e niveis normais das

enzimas ALT, AST e GGT entre os momentos avaliados. A eletroforese revelou
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maior elevacao da isoenzima 0ssea ao final do protocolo experimental. Conclui-
se que a tirotoxicose promovida proporciona desmineralizacdo Ossea em
felinos domésticos e este evento é acompanhado de um aumento da atividade
das metaloproteinases de matriz. A isoenzima originaria do tecido 0sseo é a

principal responsavel pela hiperfosfatasemia promovida.

Palavras-chave:

hipertiroidismo,  tirotoxicose, densitometria, desmineralizacdo  0ssea,

metaloproteinases de matriz, isoenzimas da fosfatase alcalina



COSTA, F.S. Experimental thyrotoxicosis in cats: effects in bone tissue, alkaline
phosphatases isoenzymes and matrix metalloproteinases -2 and -9. Botucatu,
2006. 113p. Tese (Doutorado em Radiologia de Animais) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

ABSTRACT

Hyperthyroidism is characterized by excessive plasmatic concentrations of
thyroid gland hormones. For a better characterization of thyrotoxicosis effects,
16 cats were induced into hyperthyroid state by intaking a dose of 150ug/kg of
sodium L-thyroxine every 24 hours during 42 days. The thyroid hormones
serum levels were evaluated through radioimmunoassay technique and the
bone mineral density of the right distal radius extremity was measured through
radiographic optical densitometry technique. The matrix metalloproteinases —2
and —9 were evaluated through gelatin zymography of serum of five animals
who presented considerable bone demineralization at densitometric evaluation.
In addition, total alkaline phosphatase, bone and hepatic alkaline phosphatases
isoenzymes, ALT, AST, and GGT plasmatic profile were evaluated during this
experimental period. Results show a raise of serum thyroid hormones
associated with significant bone demineralization and hiperphosphatasemia.
The active forms of MMPs -2 and -9 demonstrated a strong negative
correlation with bone density of right distal radius extremity. The evaluation of
serum biochemical show considerable hiperfosfatasemia and normal levels of
ALT, AST e GGT during the experiment. Electrophoresis revealed greater

elevation of bone isoenzyme at the final of experimental protocol. It was
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possible to conclude that thyrotoxicosis induced promoted bone
demineralization in domestic cats and this event was associated with an
increasing of matrix metalloproteinases activity. Bone isoenzyme is the main

responsible for hiperfosfatasemia found in this study.

Key words:

hyperthyroidism, thyrotoxicosis, densitometry, bone demineralization, matrix

metalloproteinases, alkaline phosphatase isoenzyme



Introducao




INTRODUCAO

O hipertiroidismo felino é uma alteragdo clinica multissistémica
resultante de excessivas concentragdes dos hormoénios tiroidianos (tiroxina e
triiodotironina). As primeiras descricbes da doenca em gatos ocorreram no final
da década de 70 e inicio da década de 80 (PETERSON, 1983). Atualmente, de
acordo com a literatura norte americana, o hipertiroidismo € considerado como
a doenca enddcrina de maior incidéncia nos felinos domésticos (THODAY;
MOONEY, 1992; MOONEY et al., 1998; MOONEY, 2005), sendo também
referida como uma enfermidade comum na pratica clinica (MOONEY, 2005).

O aumento do numero de casos desta doenca nos ultimos anos deve-se,
provavelmente, a uma maior atencdo com relacdo ao estabelecimento de um
diagnostico preciso de hipertiroidismo. Entretanto, o hipertiroidismo ocorre
predominantemente em animais idosos, o aumento da vida média dos gatos
observados ultimamente, provavelmente resultou também em um aumento real
da afeccédo na populacgao felina (PETERSON, 1995).

O excesso dos horménios tiroidianos (tirotoxicose) é caracterizado pela
manifestacdo de sintomas clinicos que podem variar de leves a graves. A
gravidade da sintomatologia apresentada ira depender diretamente do estagio
em que a doenga se encontra e da coexisténcia de outras alteracdes
sistémicas, uma vez que na maioria dos casos 0s pacientes sao de meia idade
ou idosos (BROUSSARD et al., 1995; PETERSON, 1995).

Alteracbes correlacionadas aos efeitos decorrentes da excessiva
concentragdo plasmatica dos horménios tiroidianos sobre o tecido 6sseo sdo
descritos na espécie humana; porém, poucos sao os trabalhos direcionados a
estes temas na medicina veterinaria.

Em humanos, o hipertiroidismo é considerado um distlrbio enddcrino
gue pode provocar osteoporose, como conseqiéncia de um aumento da taxa
de reabsorcdo 60ssea (AUWERX; BOUILLON, 1986; FINKELSTEIN, 1997). A
reposicdo hormonal em excesso, principalmente em mulheres apos a
menopausa, pode produzir um estado hipermetabdlico semelhante ao

identificado na tirotoxicose de origem enddgena, podendo proporcionar um
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remodelamento 0sseo exagerado. Este fato assume destacada importancia,
uma vez que os hormdnios da tirdide estdo entre as medicacdes mais
frequentemente prescritas na medicina humana e a administracdo de uma dose
acima da indicada pode ser ocasionalmente encontrada na pratica clinica
(FALLON et al., 1983).

Nos animais domeésticos, o0s hormdnios tiroidianos também
desencadeiam graves efeitos no tecido 6sseo, incluindo um aumento na
velocidade de formacdo e reabsorcdo Ossea e alteragcdes nos niveis
plasmaticos de calcio e de fésforo (WASSERMAN, 1988). Em gatos, pode
ocorrer uma reducdo da massa 0ssea secundaria a um estado hipertiroidico, e
as sintomatologias clinicas observadas estdo associadas a quadros de fraturas
patologicas nos 0ssos longos e nos corpos vertebrais (NEWTON; BIERY,
1992).

Segundo relatos de Seeger (1997), a determinacdo da densidade
mineral 6ssea é um fator fundamental para a definicho de um quadro de
osteoporose, servindo também para o estabelecimento de um protocolo
terapéutico e o monitoramento dos pacientes acometidos. Cada paciente deve
ser avaliado individualmente devido a interferéncia de fatores como: estilo de
vida, caracteristicas genéticas, uso de medicamentos, tipo de alimentacdo e
ocorréncia de disturbios enddcrinos.

Tanto em humanos como em animais, a densitometria assume grande
importancia para a obtencdo de um diagnostico precoce de desmineralizacao
do tecido 6sseo, sendo o seu uso indispensavel para a prevencédo de fraturas
patologicas. Diferentes técnicas tém sido utilizadas para a determinacao da
densidade mineral 6ssea na medicina veterinaria, visando proporcionar uma
precisdo adequada e boa condicfes de trabalho.

A técnica de densitometria Optica em imagens radiograficas é
considerada util para a realizacdo de uma analise sequencial da massa 0ssea,
apresentando uma alta precisdo e um custo menor que as demais
metodologias (LOUZADA, 1994; GALLO et al., 1996; LOUZADA et al., 1996;
LOUZADA et al.,, 1997; VULCANO et al., 1997; VULCANO et al., 1998;
VULCANO, 2001; COSTA, 2002; COSTA et al.,, 2004). Dessa forma, 0 uso

desta metodologia assume destacada importancia na pratica clinica para a
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determinacdo da densidade mineral O0ssea em animais, podendo ser
amplamente utilizada na medicina veterinaria.

No caso do hipertiroidismo, tanto na espécie humana como em animais,
€ descrita a ocorréncia de alteracbes no metabolismo 6sseo, assim como de
lesBes hepaticas. Esses processos podem promover um aumento dos niveis
séricos da fosfatase alcalina total, sendo um parametro indicativo de colestase.
A caracterizacdo e a identificacdo das diferentes isoenzimas fornecem
informacgdes clinicas Uteis para localizar o tecido que originou seu aumento,
podendo auxiliar no direcionamento do diagnéstico e tratamento do paciente
(SCHREIBER; SADRO, 1988; TIBI et al., 1989).

O processo de reabsorcdo 6ssea decorrente do hipertiroidismo, assim
como de outras enfermidades que promovem desmineralizacdo 6ssea, é
mediado diretamente por osteoblastos, entretanto, a degradacdo da matriz
O0ssea é um processo mediado pela secrecdo de proteases produzidas pelos
osteoblastos. Esses dois processos estdo intimamente relacionados e
regulados, onde o0s agentes que modificam a reabsorcdo Ossea
freqientemente alteram a degradacdo do colageno 0sseo por mudancas na
atividade das metaloproteinases de matriz e seus inibidores (PATRIDGE et al.,
1987; CIVITELLI et al., 1989).

Conforme descrito por Pereira e outros (1999), tanto as colagenases
quanto as gelatinases sdo metaloproteinases secretadas pelos osteoblastos e
supostamente desempenham um papel indireto no processo de reabsorcéo

dssea na ocorréncia de tirotoxicose.
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TIROTOXICOSE EXPERIMENTAL

A tirotoxicose é caracterizada pelo excesso de hormdnios tiroidianos no
organismo dos pacientes, 0s quais Sa0 responsaveis por uma série de
manifestacdes clinicas em diferentes sistemas (PETERSON, 1983). Tanto a
producdo enddgena dos hormoénios da tiréide, como a instituicdo da terapia
convencional com levotiroxina, € possivel desencadear o aparecimento de
sintomas clinicos de hipertiroidismo na espécie humana (FALLON et al., 1983;
ADLIN et al., 1991; DIAMOND et al., 1991; MEDEIROS NETO, 1995).

Para uma melhor caracterizacgdo e compreensdo referente as
manifestacdes clinicas e laboratoriais decorrentes do hipertiroidismo, foram
realizados alguns estudos experimentais em animais (LOGAN et al., 1942;
ENGFELDT; HIERTQUIST, 1954; ADAMS; JOWSEY, 1966; MUNDY et al.,
1976; KUNG; NG, 1994; GOUVEIA et al., 1997; SERAKIDES et al., 2000a,
SERAKIDES et al., 2000b; BABINSKI et al., 2001; COSTA, 2002; COSTA et al.,
2004).

Logan e outros (1942) realizaram um estudo experimental em filhotes de
caes, administrando por via oral um extrato com os hormdonios tiroidianos. Com
menos de uma semana de tratamento, ja foi possivel a observacdo de
alteracdes relacionadas ao metabolismo mineral 6sseo, tais como 0 aumento
da excrecédo urinaria de calcio.

Trabalhando com ratos, Engfeldt e Hjertquist (1954) promoveram
tirotoxicose nestes animais, quando notaram o0 desenvolvimento de
hiperfosfatemia. Associadas a esta descoberta laboratorial foram evidenciadas
alteragdes histologicas nas glandulas paratireoides, fato decorrente de uma alta
atividade dessas glandulas.

Adams e Jowsey (1966) realizaram um estudo experimental em caes
adultos para avaliar o efeito dos horménios tiroidianos no tecido ésseo e no
metabolismo do calcio e do fésforo. Foram utilizados dois grupos de cées, um
grupo com a paratiredide intacta e um outro em que as glandulas foram
removidas cirurgicamente. O estado hipertiréidico foi induzido a partir da
administracdo oral de 1,5 mg/kg de levotiroxina sodica diariamente por um
periodo que variou de cinco a 16 semanas. Segundo os autores, os efeitos da
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tirotoxicose no tecido 6sseo foram evidentes e ocorreram independentemente
da presenca ou ndo das glandulas paratiredides.

Realizando um estudo experimental in vitro em 0ssos longos de fetos de
ratos, Mundy e outros (1976) demonstraram que um prolongado tratamento
com tiroxina e triiodotironina pode proporcionar um aumento direto na
intensidade da reabsor¢cdo 0ssea em concentragdes hormonais aproximadas
as que ocorrem no hipertiroidismo.

No estudo de Kung e Ng (1994), os autores procuraram esclarecer
melhor pontos relacionados a fisiopatologia das lesdes sobre o tecido 0sseo,
decorrentes da acdo da tiroxina. A tirotoxicose foi estabelecida a partir da
administracédo de levotiroxina na dose de 0,1 a 0,3 ug diariamente em ratos da
raca wistar, durante trés semanas de tratamento. AplOs este periodo
experimental, foi possivel a observacdo de significativa diminuicdo da
densidade mineral 6ssea na coluna, no fémur e na cauda dos animais, por
avaliacao densitométrica.

Também trabalhando com ratos, Gouveia e outros (1997) utilizaram
fémeas castradas para inducdo de tirotoxicose experimental, a partir da
administracdo de levotiroxina. Os resultados obtidos pelos autores
demonstraram que a administracdo exdgena de doses elevadas de levotiroxina
potencializa e agrava a osteopenia decorrente do processo de hipogonadismo.

Serakides e outros (2000a) procuraram avaliar a influéncia do
hipogonadismo sobre a funcéo tiroidiana em 108 ratas castradas da raca
wistar, com cinco meses de idade. O hipertiroidismo foi induzido por periodos
de 30, 60 e 90 dias mediante a administracdo diaria de 50ug de levotiroxina
sbdica por animal, utilizando-se para isto uma sonda orogastrica. Os autores
concluiram que o hipogonadismo aumenta o0s valores plasmaticos de T4 livre
independentemente do estado funcional da tiredide e potencializa a elevacdo
do T4 total no hipertiroidismo, provavelmente sobre a influéncia do
hipoprogesteronismo e nao do hipoestrogenismo.

A inducdo ao estado hipertiréidico em ratas da raca wistar também foi
utiizada para avaliar a relacdo entre a tiredide, gbnodas e o metabolismo
0sseo (Serakides et al., 2000b). O hipertiroidismo também foi induzido por

periodos de 30, 60 e 90 dias mediante a administracdo diaria de 50ug de
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levotiroxina sédica por animal, via uma sonda orogastrica. Concluiu-se gque,
tanto o hipogonadismo como o hipertiroidismo, foram capazes de alterar o
metabolismo 6sseo das ratas utilizadas neste experimento.

Para a inducdo de tirotoxicose em gatos, Babinski e outros (2001)
administraram durante 42 dias 150ug/kg de levotiroxina sédica diariamente por
via oral em 16 animais adultos, sem distingcdo de sexo ou raca. Costa e outros
(2004), utilizando o mesmo protocolo de inducéo, verificaram a ocorréncia de
elevacdo dos niveis séricos de T4 livre e T4 total em trés gatas castradas a
partir da primeira semana de administracdo hormonal.

Lukensmeyer e outros (1970) realizaram um protocolo experimental em
oito homens higidos, tendo como objetivo avaliar possiveis alteracées no
balangco de célcio e fosforo. Os pacientes foram submetidos a doses de
triiodotironina  suficientemente altas para causar evidéncias clinicas e
laboratoriais de um estado hipermetabdlico. As dietas do grupo experimental
também apresentavam altos niveis de calcio e fosforo, possibilitando, aos
autores, afirmarem que a administragdo de uma alimentacédo adequada pode
proteger o organismo contra um balanco negativo do calcio e do fésforo em

pacientes.

EFEITOS NO TECIDO OSSEO

O termo osteoporose tem sido definido como uma doenca caracterizada
por uma diminuicdo da massa Ossea e deterioracdo da microarquitetura do
tecido 0sseo, proporcionando uma maior fragilidade do osso e,
consequentemente, elevando os riscos de uma fratura (SEEGER, 1997).

Um excesso ou deficiéncia dos hormonios tiroidianos afeta o
remodelamento 6sseo cortical e trabecular (MOSEKILDE et al.,, 1990). O
hipertiroidismo ou uma histéria prévia da doenca € considerado um fator de
risco para a osteoporose em humanos e, consequentemente fraturas
patolégicas podem ocorrer (FOLDES et al., 1993; SCHARLA et al., 1999).

Segundo Meunier (1995), os hormodnios tiroidianos causam uma
estimulacdo global do remodelamento &sseo, acelerando a perda Ossea
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trabecular e, especialmente, cortical. A alteracdo no remodelamento do tecido
0sseo pode ser indicada pela mensuracdo de marcadores bioquimicos, tais
como a osteocalcina sérica, a piridinolina e a hidroxiprolina.

Melsen e Mosekilde (1977) realizaram biopsias da crista iliaca direita em
40 pacientes humanos portadores de hipertiroidismo. Os achados
histopatoldégicos demonstraram a ocorréncia de um aumento da atividade
osteoclastica em o0sso cortical, sendo que este aumento se correlacionava
positivamente com os valores séricos de levotiroxina livre e com a excrecao
urinaria de célcio e fésforo.

De acordo com Allain e Mc Gregor (1992), os achados histologicos do
tecido 6sseo em pacientes hipertiroidicos tém sido caracterizados por um
padrao histomorfométrico com evidéncia tanto de aumento da atividade
osteoblastica como também da atividade osteoclastica. Esses achados podem
ser evidenciados no 0sso cortical e trabecular, entretanto as alteracées séo
mais marcantes no 0sso cortical.

Mundy e outros (1976) realizaram um estudo in vitro, de que foi possivel
concluir que os hormonios tiroidianos podem estimular diretamente a
reabsorcdo 6ssea nos 0ssos longos de fetos de ratos, em concentracfes
hormonais semelhantes as que verdadeiramente ocorrem na tirotoxicose
enddgena.

Meema e Schatz (1970) citam que a visualizacdo de manifestacdes
sobre o envolvimento do tecido 6sseo em pacientes com tirotoxicose, a partir
de radiografias convencionais, é considera de rara ocorréncia. Os estudos com
microrradiografias, histologia e densitometria Ossea sdo capazes de
demonstrar algum grau de lesdo 6ssea na maioria dos pacientes com
hipertiroidismo moderado ou severo.

Estudando radiografias da méao esquerda de 133 pacientes com
tirotoxicose, Koutras e outros (1973) observaram que a definicdo radiografica
de osteoporose nos casos de hipertiroidismo depende fortemente do tempo de
duracdo da enfermidade e da auséncia de um tratamento efetivo. A definicédo
da osteoporose simplesmente por critérios radiograficos € de rara ocorréncia,
sendo que um grau subclinico da doenca pode néo ser detectado.

Utilizando 23 pacientes hipertiroidicos, Meema e Schatz (1970)

procuraram demonstrar a perda 0ssea nos casos de tirotoxicose a partir da
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visualizacdo detalhada da estrutura 6ssea da mao, com um aumento em oito
vezes no tamanho da imagem. Com o uso desta técnica, foi observada uma
marcante estriacdo da cortical do segundo 0sso metacarpico, o que nao se
verificou no grupo controle. Existiu uma boa correlacdo entre a ocorréncia de
estriacdes no metacarpo e o decréscimo da densidade mineral 6ssea do radio,
indicando, assim, que o envolvimento 6sseo ndo estava limitado as maos.

A densitometria 6ssea apresenta-se como uma metodologia util para o
estabelecimento de um diagndstico precoce de diminuicdo de massa 6ssea em
humanos, sendo capaz de identificar pacientes que apresentem risco de
manifestarem fraturas patolégicas (SCHARLA et al., 1999).

Diferentes técnicas tém sido utilizadas para a determinagdo da
densidade mineral 6ssea na medicina humana e veterinaria. Sua utilidade
clinica tem sido descrita tanto para a padronizacdo de valores densitométricos
normais, quanto para o diagnéstico de diminuicdo da massa 0ssea.

De acordo com Meunier (1995), os estudos densitométricos em
humanos com hipertiroidismo demonstram uma reducdo significativa de
moderada amplitude de densidade ¢6ssea na coluna lombar e no fémur dos
pacientes; entretanto, a perda 6ssea mais importante ocorre no tecido 6sseo do
radio.

Também em pacientes humanos, Jodar e outros (1997) realizaram um
estudo para avaliar o risco de osteoporose em pacientes hipertiroidicos e
estabelecer um padrdo dos casos controlados terapeuticamente. Os autores
observaram que, quando se tinha uma forma ativa da doenga ocorria uma
reducdo generalizada da massa 6ssea no esqueleto axial. O grupo de
pacientes hipertiroidicos controlados terapeuticamente demonstrou apenas
uma recuperacdo parcial, que foi insuficiente para normalizar a densidade
mineral 6ssea em todo o esqueleto.

Diversas técnicas para avaliagdo da densidade mineral 6ssea tém sido
descritas como Uteis na medicina veterinaria, tais como a absor¢cao direta por
fétons (WENTWORTH et al., 1971), analise de ativacao por néutrons (AL HITI
et al. 1976), tomografia computadorizada (REICH et al., 1976), fotometria
radiografica (EKMAN et al., 1970), absorcado de raios - X de dupla energia
(CROVACE et al., 1990; MARKEL; BOGDANSKE, 1994; MUIR et al., 1995) e a

densitometria Optica em imagens radiograficas (COSMMAN et al., 1991,
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LOUZADA, 1994; GALLO et al., 1996; LOUZADA et al., 1997; VULCANO et al.,
1997, VULCANO et al., 1998; VULCANO, 2001; COSTA et al., 2004).

Em um estudo experimental em cées, Adams e Jowsey (1967) avaliaram
a densidade mineral 6ssea em cées sem raca definida induzidos a um estado
de tirotoxicose a partir da administracéo oral de levotiroxina sdédica. Os animais
foram divididos em dois grupos, um com a glandula paratiredide intacta e outro
grupo onde as glandulas foram removidas cirurgicamente. Em ambos os
grupos experimentais se verificaram alteracdes no metabolismo 6sseo,
observando-se um maior grau de reabsorcdo do que de formacdo de tecido
0sseo.

Utilizando a técnica de densitometria Optica em imagens radiograficas,
Gallo e outros (1996) avaliaram as diferencas existentes no desenvolvimento
0sseo de gatos em fase de crescimento e submetidos a diferentes protocolos
de alimentacdo. Os animais foram divididos em dois grupos experimentais: um
recebia racdo para filhotes e o outro, racdo para adultos. Os autores
verificaram que esta técnica permitiu avaliar as diferencas existentes na
densidade mineral 6ssea nos dois grupos experimentais.

Vulcano e outros (1997), realizando estudos densitométricos do carpo
ulnar de equinos em crescimento da raca quarto de milha, concluiram que a
técnica de densitometria éptica em imagens radiograficas foi de facil utilizacdo
na pratica clinica. Outros pontos positivos deste método, segundo 0s autores,
foram os baixos custos do procedimento em comparacdo com outras técnicas
utilizadas para avaliagdo da densidade mineral 6ssea, associados a uma alta
precisao, sensibilidade e reprodutibilidade.

Utilizando a mesma técnica para a determinacdo dos valores
densitométricos normais nas extremidades distais do radio em cées da raca
rottweiler, Vulcano e outros (1998) realizaram um estudo experimental em 10
cdes machos e oito fémeas com idade entre um e trés anos. Foi realizada uma
comparacao da densidade mineral 0ssea do terco distal do radio com a da
regido de epifise distal do radio, ndo se observando diferencas estatisticamente
significativas entre as duas regides avaliadas.

Rahal e outros (2001) empregaram a técnica de densitometria Optica
radiografica para a avaliacdo do hiperparatiroidismo nutricional. Na pesquisa

foram utilizados dez gatos sem raca definida e com idade entre dois e trés
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meses. O hiperparatiroidismo foi induzido a partir da administracdo de uma
dieta com baixos teores de célcio, causando um desequilibrio na relagédo entre
o célcio e o fésforo com consequiente aumento da secrecao de paratormoénio e
elevacdo na taxa de reabsorcédo 6ssea. O periodo experimental foi de 60 dias.
No 30° dia ja foi possivel observar uma queda estatisticamente significativa da
densidade mineral 6ssea das regifes avaliadas, permanecendo em patamares

baixos até o término da pesquisa.

VARIACOES NA ATIVIDADE DA FOSFATASE ALCALINA

As fosfatases alcalinas (FA) sdo consideradas glicoproteinas
(MAGNUNSON et al.,, 2002) e a elevacdo na sua atividade sérica reflete
aumento na sintese e liberacdo de enzimas em resposta a certos estimulos.
Particularmente na espécie felina, pequenos aumentos podem ter relevancia
clinica significativa, uma vez que a meia-vida sérica da FA felina é menor que a
da FA canina (NELSON; COUTO, 2001).

Em individuos normais, a fosfatase alcalina sérica € constituida pela
contribuicdo de isoenzimas do figado, tecido dsseo, placenta e intestino. Os
valores enzimaticos no soro podem estar fisiologicamente aumentados nas
criancas em fase de crescimento e em mulheres gestantes.
Caracteristicamente, a fosfatase alcalina de origem placentaria apresenta uma
elevacéo durante o primeiro e o segundo trimestres de gestacgéo, atingindo um
pico no terceiro trimestre e retornando aos padrdes de normalidade em
aproximadamente um més apos o parto (WASSERMAN, 1988).

Niveis elevados da enzima fosfatase alcalina (hiperfosfatasemia)
ocorrem frequentemente em pacientes portadores de alguma doenca dos
0sso0s, devido a um aumento da atividade osteoblastica. Entre os exemplos de
lesbes Osseas descritas tem-se a osteite deformante, osteomaléacia,
hiperparatiroidismo, consolidacédo de fraturas e neoplasias 6sseas primarias ou
secundérias (WASSERMAN, 1988).
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Para a avaliacdo de alteracdes no sistema hepatobiliar em gatos pode-
se mensurar a fosfatase alcalina total circulante, entretanto deve-se considerar
que estas estdo associadas a membrana das células hepaticas e estdo em
baixa concentracdo no interior dos hepatocitos e do epitélio biliar. As duas
enzimas consideradas de grande utilidade diagnostica em cées e gatos sdo a
alanina-transaminase (ALT) e aspartato-transaminase (AST), pois estédo
situadas no interior dos hepatdcitos e refletem mais precisamente uma lesao
hepatobiliar. Normalmente aumentos de duas a trés vezes da atividade sérica
da ALT estdo associadas a lesdes hepatocelulares leves, enquanto que valores
maiores indicam uma lesédo de maior gravidade (NELSON; COUTO, 2001).

Em humanos, uma parcela significativa dos pacientes com tirotoxicose
tem demonstrado claramente uma elevagcdo sérica dos niveis circulantes de
fosfatase alcalina total, sendo este um achado clinico comum (FISHMAN;
GHOSH, 1967; GILLICH et al., 1968; GERLACH et al., 1970; RHONE et al.,
1980; SATO et al., 1987).

Segundo Fallon e outros (1983), a tirotoxicose de origem exdgena
também pode ser responsavel por um aumento sérico da fosfatase alcalina em
humanos. Os autores relatam os casos de trés mulheres que, receberam doses
excessivas de reposicdo hormonal para tratamento de hipotiroidismo, sendo
que todas se apresentavam, concomitantemente, com hiperfosfatasemia.

Rhone e outros (1980) realizaram um levantamento a partir 72 pacientes
humanos adultos que apresentavam tirotoxicose. O objetivo dos autores era
verificar a ocorréncia de hiperfosfatasemia, assim como determinar e
quantificar as isoenzimas da fosfatase alcalina. Os resultados demonstraram
que em 89% dos pacientes havia um aumento da fosfatase alcalina total no
soro sanguineo. Quando comparadas com as amostras de soro obtidas do
grupo-controle, as amostras dos pacientes hipertiréidicos apresentavam-se
com niveis mais altos da isoenzima de origem déssea e, em 68% dos casos, a
fosfatase alcalina 6ssea apresentava-se elevada.

Richter e Ohlen (1971) avaliaram 16 pacientes com hipertiroidismo tendo
como objetivo determinar, quantitativamente, o padrédo de distribuicdo das
isoenzimas da fosfatase alcalina em humanos. Foi observado um nitido
aumento das isoenzimas originarias do tecido 6sseo, mas este aumento nao se

restringiu aos casos em que houve um aumento global da atividade da
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fosfatase alcalina, mas, também, em pacientes em que a atividade global da
enzima permaneceu dentro dos padrbes de normalidade. Com estes
resultados, os autores puderam concluir que a elevacéo da atividade global da
fosfatase alcalina em pacientes com tirotoxicose pode ser atribuida, em grande
parte, ao aumento dos niveis plasmaticos da isoenzima de origem Ossea.

Um aumento dos niveis séricos da fosfatase alcalina total também foi
caracterizado em humanos por Bianchi (1970), a partir de um estudo
retrospectivo de 180 pacientes. Este fato foi considerado como um dos
principais efeitos bioldgicos nos casos em que havia uma osteopatia decorrente
da tirotoxicose.

Leger e outros (1986) descreveram dois casos clinicos de criangas com
doenca de Graves, apresentando, consequentemente, altos niveis circulantes
de hormonios tiroidianos. Associado a isto foi observado uma severa
desmineralizacdo 0ssea e hiperfosfatasemia. Entretanto, os autores realcam
gue valores discretamente aumentados da fosfatase alcalina ou no limite
superior podem néo indicar a ocorréncia de uma doencga 6ssea concomitante,
mas sim uma alteracdo normal para a idade.

Serakides e outros (2000b), estudando ratas da raca wistar induzidas a
um estado hipertiroidico, verificaram valores de fosfatase alcalina mais
elevados nos grupos de ratas fémeas castradas. Além desta descoberta, foi
observada uma correlacdo positiva entre os valores de estradiol e de
progesterona com 0s niveis enzimaticos da fosfatase alcalina. Sato e outros
(1987) também observaram em ratos um estimulo a atividade da fosfatase
alcalina em decorréncia de um processo de tirotoxicose induzida.

Segundo relatos de Peterson e outros (1983), o aumento da atividade da
fosfatase alcalina foi um dos achados mais comumente observado apos
avaliacdo laboratorial de 131 gatos com diagnostico de hipertiroidismo. Nos
animais utilizados para este estudo, em torno de 75% apresentavam-se com
uma hiperfosfatasemia, com um valor médio de 165,9+13,2 Ul/I.

Barber e Elliott (1996) avaliaram o perfil bioquimico de 30 gatos com
hipertiroidismo néo tratado e compararam os resultados com um grupo-controle
de 38 gatos normais. Foi verificado um aumento estatisticamente significativo

da fosfatase alcalina (p<0,001) nos gatos hipertiroidicos, enquanto 35% dos
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animais apresentavam valores acima dos limites maximos estabelecidos para a
espécie.

A partir da andlise de 34 gatos com hipertiroidismo, Foster e Thoday
(2000) observaram uma correlacdo positiva entre 0s niveis séricos de
levotiroxina e a concentracdo da fosfatase alcalina. Apés avaliagdo das
isoenzimas da fosfatase alcalina pela técnica de eletroforese, observou-se que,
em 88% dos gatos, havia presenca de bandas correspondentes a atividade das
isoenzimas de origem 6ssea e de origem hepética. Os resultados sugerem que
a tirotoxicose em gatos pode desencadear altera¢des tanto nos 0SS0S COmo no
figado dos animais com hipertiroidismo.

E descrito que os valores obtidos na avaliagdo bioquimica sérica da
fosfatase alcalina séo resultantes do somatério das atividades das isoenzimas
derivadas de diferentes tecidos do organismo em individuos normais (MOSS,
1982; HORNEY et al., 1992; MAGNUNSON et al., 2002). De acordo com
Magnunson e outros (2002), aproximadamente 95% da fosfatase alcalina total
€ derivada do tecido 6sseo e do parénquima hepético em individuos normais.
Dessa forma, um aumento da atividade da fosfatase alcalina total pode ser
decorrente de uma série de enfermidades. Alteracdes no tecido 6sseo, figado,
placenta, rins e intestino estao frequentemente correlacionados com variagdes
dos niveis plasméticos desta enzima (HOFFMANN et al. 1977; MOSS, 1982;
ROSALKI; FOO, 1984; ROSALKI; FOO, 1985; SCHREIBER; SADRO, 1988;
ARCHER, TAYLOR, 1996).

No caso do hipertiroidismo, tanto na espécie humana como em animais,
€ descrita a ocorréncia de alteracbes no metabolismo ésseo, assim como de
lesbes hepaticas. Feldman e Nelson (1996), realizando analise histolégica do
parénquima hepéatico de gatos com tirotoxicose, observaram aumento do
pigmento dos hepatdécitos, presenca de células inflamatdrias mistas em regido
portal e areas focais de degeneracdo gordurosa. Entretanto, segundo Klion e
outros (1971), uma disfuncdo hepatica € considerada rara na espécie humana
e 0s achados histopatologicos observados sao discretos, ndo especificos e nédo
apresentam correlagdo com a gravidade da doenca.

A caracterizacdo e identificacdo das diferentes isoenzimas fornecem
informacdes clinicas Uteis para localizar o tecido que originou seu aumento,

podendo auxiliar no direcionamento do diagnostico e tratamento do paciente,
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tornando-se frequentemente necessarias na medicina humana (RICHTER;
OHLEN, 1971; RHONE et al., 1980; ROSALKI; FOO, 1984; ROSALKI; FOO,
1985; SCHREIBER; SADRO, 1988; TIBI et al., 1989). Esta necessidade
também existe na avaliacdo de gatos com hipertiroidismo enddgeno,
entretanto, poucos trabalhos citam a realizacdo desta analise nesta espécie
(ARCHER; TAYLOR, 1996; FOSTER; THODAY, 2000).

Devido a dificuldade de se separar e quantificar as isoenzimas da
fosfatase alcalina, varios métodos tem sido desenvolvidos, sendo as técnicas
de eletroforese em gel de acetato de celulose e em gel de poliacrilamida as
mais freqlentemente realizadas na rotina laboratorial (SCHREIBER; SADRO,
1988). A utilizacdo de gel de agarose também tem se demonstrado eficaz no
desenvolvimento de andlises eletroforéticas com o intuito de avaliar a atividade
sérica das isoenzimas da fosfatase alcalina (VAN HOOF et al., 1988; HORNEY
et al.,, 1992; ARCHER; TAYLOR, 1996; BOTTONI et al.,, 2003). Estudos
cromatograficos (cromatografia liquida de alta performance) também permitem
a andlise destas isoenzimas, além de possibilitar a caracterizacéo de diferentes
isoformas de cada isoenzima (MAGNUNSON et al., 2002; DZIEDZIEJKO et al.,
2005).

Na espécie humana, um pré-tratamento das amostras séricas com
neuraminidase tem se revelado como uma técnica util para este procedimento,
onde esta proteina promove uma maior reducdo da mobilidade da isoenzima
O0ssea do que da isoenzima hepatica durante a eletroforese. Este fato impede
gue ocorra uma sobreposicao das isoenzimas, facilitando a separacéo no gel e
possibilitando uma melhor andlise (MOSS; EDWARDS, 1984; SCHREIBER;
SADRO, 1988; ARCHER; TAYLOR, 1996; ITOH et al., 2002; BOTTONI et al.,
2003). O mecanismo de acdo da neuraminidase se da pela remocéo do acido
sidlico das isoenzimas, promovendo consequentemente um retardo na sua
migragdo anddica durante a eletroforese, com exce¢éo da isoenzima de origem
intestinal (ROBINSON; PIERCE, 1964; EVERETT et al., 1977).

Apesar da eficiéncia comprovada da enzima neuraminidase em
humanos, a recomendacdo de sua utilizacdo na espécie felina é controversa.
Horney e outros (1992) citam que a omissdo de um pré-tratamento das
amostras séricas com neuraminidase promove uma ampliacdo das bandas de

proteinas, tornando dificil a separacao. Archer e Taylor (1996) também citam a
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importancia deste procedimento para promover a separacao eletroforéticas das
isoenzimas da fosfatase alcalina de origem dssea e de origem hepatica. Em
contraposicao a estes achados, outros autores ndo recomendam a utilizacéo
da neuraminidase em felinos, pois diferentemente da espécie humana, nao se
observa uma melhora significativa na separacédo das isoenzimas da fosfatase
alcalina nesta espécie (EVERETT et al.,, 1977; HOFFMANN et al., 1977;
FOSTER; THODAY, 2000).

Em gatos normais é possivel observar as isoenzimas de origem hepatica
e 0ssea a partir de analises eletroforéticas, tanto em felinos adultos quanto em
fase de crescimento (HORNEY et al., 1992; ARCHER; TAYLOR, 1996).
Entretanto, Nelson e Couto (2001) consideram que em gatos adultos
saudaveis, a isoenzima hepatica € a principal responsavel pelos niveis
plasmaticos observados de fosfatase alcalina total, tendo-se uma presenca
mais significativa da isoenzima Ossea em gatos com idade inferior a 15
semanas.

Archer e Taylor (1996) descrevem um significativo aumento da
isoenzima de origem Ossea em 36 gatos com hipertiroidismo apos analise
eletroforética, concordando com trabalhos realizados em humanos. Foster e
Thoday (2000), a partir da analise de 34 gatos com hipertiroidismo, observaram
uma correlacdo positiva entre os niveis séricos de levotiroxina e a
concentracdo da fosfatase alcalina. ApoOs avaliacdo das isoenzimas da
fosfatase alcalina pela técnica de eletroforese, observou-se que, em 88% dos
gatos, havia presenca de bandas correspondentes a atividade das isoenzimas
de origem Ossea e de origem hepatica. Os resultados sugerem que a
tirotoxicose em gatos pode desencadear alteracdes tanto no tecido 6sseo como
no parénquima hepético dos animais com hipertiroidismo.

Para a revelagdo do gel posteriormente a corrida eletroforética é
necessdria a utilizacdo de um substrato especifico para a fosfatase alcalina,
para que seja possivel a coloracdo exclusiva das isoenzimas. A utilizacdo de
alfa-naftil fosfato de sédio como substrato pode ser recomendado, entretanto
trabalhos recentes recomendam a utilizacdo do composto BCIP (5-bromo-4-
cloro-3-indoilfosfato) associado ao NBT (nitroblue tetrazolium) para promover a
coloracdo (HORNEY et al.,, 1992; THEODOSIOU et al.,, 1992; ARCHER;
TAYLOR, 1996; FOSTER; THODAY, 2000).
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METALOPROTEINASES DE MATRIZ -2 E -9

O processo de reabsorcdo 6ssea decorrente do hipertiroidismo, assim
como de outras enfermidades que promovem desmineralizacdo Ossea, €
mediado diretamente por osteoclastos, entretanto, a degradacdo da matriz
0ssea € um processo mediado pela secre¢do de proteases produzidas pelos
osteoblastos. Esses dois processos estdo intimamente relacionados e
regulados, onde os agentes que modificam a reabsor¢cdo do tecido désseo
freqientemente alteram a degradacdo do colageno 0sseo por mudancas na
expressdo das metaloproteinases de matriz (MMPs) e seus inibidores
(PATRIDGE et al., 1987; CIVITELLI et al., 1989).

Segundo relatos de Hidalgo e Eckman (2001), as MMPs formam uma
familia de endopeptidases dependentes de metais (principalmente calcio e
zinco), que possuem a capacidade de degradar varios componentes da matriz
extracelular. Estas enzimas assumem importante papel em diversos processos
fisioldgicos, tais como o desenvolvimento embrionario, a involugédo uterina apés
o parto, a ovulagéo, a erupcdo dos dentes, a involugcdo da glandula mamaria
apos o periodo de lactacdo e a renovacdo de componentes da matriz
extracelular em diferentes tecidos do organismo.

As MMPs sdo enzimas com caracteristicas proteoliticas, incluindo as
colagenases, gelatinases e estromilisinas (MATRISIAN, 1990; MAUVIEL, 1993;
FREIJE et al., 1994). As metaloproteinases de matriz -2 e -9 podem ser
detectadas caracterizadas em sua forma ativa, intermediaria e pré-enzima em
amostras do soro ou de tecidos diversos (VISSE; NAGASE, 2003).

Conforme descrito por Pereira e outros (1999), tanto as colagenases
quanto as gelatinases sdo secretadas pelos osteoblastos e tém sido
atualmente consideradas como enzimas que desempenham um papel indireto
no processo de reabsorcao 6ssea, sendo este fato caracterizado pelos autores
em estudo realizado em ratos.

Devido a acdo do excesso dos hormdnios tiroidianos sobre o
metabolismo ésseo, proporcionando um processo de desmineralizacdo, Pereira
e outros (1999) consideram que a tirotoxicose pode alterar a degradagédo do
colageno 0sseo e consequentemente a atividade da colagenase e da

gelatinase. Dessa forma, os horménios tiroidianos desempenham papel em
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regular a atividade destas metaloproteinases nos osteoblastos, interferindo no
processo de remodelamento do tecido Gsseo.

Além das enfermidades correlacionadas a desmineralizacdo 6Ossea
secundaria, o estudo das metaloproteinases de matriz -2 e -9 tem sido
realizado com o objetivo de melhor compreender a fisiopatologia de algumas
neoplasias e avaliar seu potencial metastatico em animais domésticos.
Entretanto, a avaliacdo destas enzimas é considerada recente e ainda pouco
estudada na medicina veterinaria (LOUKOPOULOS et al., 2004; SORENSEN
et al., 2004).

Na espécie humana, véarios estudos demonstram um aumento na
expressdo das diferentes metaloproteinases de matriz em situacdes
patologicas diversas, tais como, artrites, encefalites, ulceracfes teciduais e em
processos de invasdo tumoral em neoplasias malignas e disseminacao
metastatica (VISSE; NAGASE, 2003, MOOK et al., 2004, JUSTULIN JUNIOR,
2005).

As MMPs -2 e -9, também denominadas de gelatinase A e B
respectivamente, tém sido alvo frequente de estudos por atuarem na
degradacdo da membrana basal, favorecendo processos de invasado tumoral e
metastases. Além deste fato, estas enzimas estdo envolvidas em processos de
diferenciacdo celular, apoptose, angiogénese e crescimento de células
tumorais, estando diretamente relacionadas ao progndéstico de diferentes
processos neoplasicos (MOOK et al.,, 2004). Em gatos foi comprovado um
aumento da atividade destas MMPs em neoplasias (SORENSEN et al., 2004),
entretanto, informacdes sobre o papel destas enzimas nos casos de excesso
dos hormonios tiroidianos ndo foram descritas até o presente momento na
literatura consultada.

As MMPs -2 e -9 especificamente, tem sido fortemente associadas ao
potencial invasivo e metastatico de tumores malignos. Estas enzimas tém a
capacidade de degradar elastina, colageno 1V, V, VII, X e Xl, assim como
componentes menores da matriz extracelular. A acdo das MMPs -2 e -9 no
coldgeno tipo IV é de grande relevancia, uma vez que este é o principal
constituinte da membrana basal das células (JOHN; TUSZYNSKI, 2001;
VISSE; NAGASE, 2003).



24

A técnica de zimografia em gelatina possibilita uma precisa
caracterizacao da atividade das enzimas metaloproteinases de matriz —2 e -9.
Para a realizacdo desta analise, deve-se realizar a eletroforese em gel de
poliacrilamida com adicdo de SDS (dodecil sulfato de sodio), contendo 1mg/mi
de gelatina sob condi¢cdes ndo redutoras, ocorrendo posterior incubacao dos
géis em solucdo contendo cloreto de calcio e cloreto de zinco
(RAWDANOWICZ et al., 1994). Para a visualizacdo da atividade proteolitica
das enzimas em aparelhagens especificas e obtencdo da densidade Optica
integrada de cada banda de proteina, os géis devem ser corados e
posteriormente descorados (PEREIRA et al., 1999).



Proposicao
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PROPOSICAO

Devido ao aumento do interesse da populacdo de uma maneira geral em
adquirir gatos domésticos como animal de estimacdo, torna-se de grande
importancia um estudo cada vez maior das enfermidades que atingem esta
espécie.

O hipertiroidismo é considerado como a principal doenca enddcrina em
felinos e, em decorréncia da caréncia de trabalhos experimentais relacionados
aos efeitos do excesso dos hormonios da tiride sobre o metabolismo 6sseo
dos gatos, torna-se importante uma maior investigacao cientifica neste aspecto.
Outro ponto relevante se da com relacdo a espécie felina servir como modelo
experimental para melhor caracterizar as alteragfes clinicas e laboratoriais do
hipertiroidismo na espécie humana.

Objetivou-se neste trabalho induzir gatos normais ao estado de
tirotoxicose durante um periodo experimental de 42 dias. A partir da elevacgao
dos niveis hormonais, pretendeu-se identificar possiveis alteracdes no
metabolismo 6sseo, incluindo alteracbes na densidade mineral déssea da
extremidade distal do radio direito, niveis séricos da fosfatase alcalina total e

suas isoenzimas e atividade das metaloproteinases de matriz -2 e -9.



Trabalho 1

Encaminhado para o peridodico Brazilian Journal of Veterinary Research and

Animal Science

ISSN: 1413-9596

Endereco:

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo.
Secdao de Publicacéo.

Avenida Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva 87. Cidade Universitaria Armando
de Salles Oliveira.

05508-000 — S&o Paulo — SP — Brasil

Normas para publicacéo disponivel em:

http://www.fmvz.usp.br/brazvet



28

Determinacdo de desmineralizacdo 6ssea em gatos

apos tirotoxicose experimental

Determination of bone demineralization in cats

after experimental thyrotoxicosis

Fabiano Séllos COSTA?, Mauro José Lahm CARDOSO?, Lucy Marie Ribeiro
MUNIZ3, Luiz Carlos VULCANO?, Carlos Roberto PADOVANI*

Fonte Financiadora: FAPESP

1- Departamento de Medicina Veterinaria, CCA - UFES, Alegre - ES /
Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria, FMVZ —
UNESP, Campus de Botucatu.

2- FFALM — Bandeirantes — PR / Departamento de Reproducdo Animal e
Radiologia Veterinaria, FMVZ - UNESP, Campus de Botucatu.

3- Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria, FMVZ -
UNESP, Campus de Botucatu.

4- Departamento de Bioestatistica, FMVZ - UNESP, Campus de Botucatu.



29

Resumo

O hipertiroidismo € capaz de proporcionar efeitos sobre o metabolismo 0sseo
tanto em humanos como em animais. Para melhor avaliar este fato em gatos,
16 animais foram induzidos a tirotoxicose a partir da administracéo oral de ug
de levotiroxina sodica a cada 24 horas durante 42 dias. Os niveis hormonais
foram avaliados por radioimunoensaio e a densidade mineral é6ssea da
extremidade distal do radio direito foi mensurada pela densitometria Optica
radiografica. Foi possivel observar, a partir da primeira semana de
experimento, significativa elevacao sérica de T4 livre e T4 total acompanhada
de desmineralizacédo 0ssea do radio.

Unitermos: Hipertiroidismo, Tirotoxicose, Gato, Desmineralizacdo 0ssea

Summary

Hyperthyroidism can result in serious effects on the bone metabolism in
humans as well as animals. For a better characterization of thyrotoxicosis
effects, 16 cats were induced into thyrotoxicosis by intaking a dose of 150ug/kg
of sodium L-thyroxine every 24 hours during 42 days. The hormonal levels were
evaluated by radioimmunoassay technique and the bone mineral density of the
right distal radius extremity was measured through the radiographic optical
densitometry. Was verified significant bone demineralization seven days of
hormonal intake to company of radius demineralization.

Uniterms: Hyperthyroidism, Thyrotoxicosis, Cat, Bone demineralization
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Determinacdo de desmineralizagdo 6ssea em gatos
apos tirotoxicose induzida

Introducéo

O hipertiroidismo felino é uma alteragdo clinica multissistémica
resultante das excessivas concentracbes dos horménios tiroidianos
(tirotoxicose), sendo atualmente considerado, segundo acliteratura norte
americana, como o distarbio enddcrino de maior incidéncia nos felinos
domésticos'®. As alteracdes clinicas em gatos com esta enfermidade séo
variaveis e irdo depender diretamente do estagio em que a doenca se encontra
e da coexisténcia de outras alteracées sistémicas®*.

Em humanos, o hipertiroidismo € conhecido como um disturbio capaz de
promover osteoporose como consequéncia do aumento da taxa de reabsorcao
6ssea’". Desta forma, a ocorréncia da doenca é considerada como um fator
de risco para desmineralizacdo 0ssea, podendo estar correlacionada com a
ocorréncia de fraturas patolégicas #°¢°141621.22

A desmineralizacdo € decorrente de uma estimulagdo global do
remodelamento do tecido Osseo, acelerando a perda éssea trabecular e
cortical*. Achados histolégicos de tecido 6sseo em pacientes humanos com
hipertiroidismo tém sido caracterizados com um padréao histomorfométrico onde
se evidencia um aumento da atividade osteoblastica e osteoclastica®.

Nos animais domésticos, os horménios tiroidianos sao capazes de
desencadear graves efeitos sobre o metabolismo 6sseo, incluindo um aumento
na velocidade de formacdo e de reabsorcdo 6ssea e alteracbes nos niveis
plasméaticos de calcio e fésforo?’. Em felinos, apesar da escassez de
informacdes sobre este ponto, € citado que é possivel ocorrer uma perda de
massa 0ssea em decorréncia do hipertiroidismo, podendo ocorrer fraturas
patolégicas nos 0ssos longos e corpos vertebrais dos animais acometidos®’?’.

A reposicdo hormonal excessiva em humanos com hipotiroidismo,
principalmente apds a menopausa nas mulheres, pode produzir um estado

hipermetabdlico idéntico ao observado na tirotoxicose enddgena, podendo ter
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456 Este fato assume

como sequela um remodelamento O0sseo exagerado
destacada importancia, uma vez que os horménios da tirGide estdo entre as
medicacbes mais freqientemente prescritas na medicina humana e a
administracéo de uma dose exagerada pode ocasionalmente ser encontrada’.

A determinacdo da densidade mineral 6ssea é um fator fundamental
para a definicho do quadro de desmineralizacdo, servindo também para o
estabelecimento de um protocolo terapéutico e o monitoramento dos pacientes
acometidos, podendo desta forma prevenir a ocorréncia de fraturas
patolégicas?’. Diferentes técnicas densitométricas sdo descritas na medicina
veterinaria e humana, visando proporcionar precisdo nos dados e boas
condicbes de trabalho. Inumeros relatos demonstram que a técnica de
densitometria Optica em imagens radiograficas € util para avaliagdo da
densidade mineral 6ssea, pois se apresenta com alta preciséo, tendo o seu uso
uma importancia destacada’®*12:20.25:26

Objetivou-se neste trabalho induzir gatos normais ao estado de
tirotoxicose durante um intervalo de tempo e, a partir da elevacdo dos niveis
hormonais, pretendeu-se identificar possiveis alteracdes na densidade mineral
O0ssea. Em complementacdo, objetivou-se correlacionar, nos diferentes
momentos experimentais, 0s niveis séricos dos hormonios tiroidianos com o0s

valores densitométricos.

Material e Método

Foram utilizados 16 gatos domésticos (Felis catus, L. 1758), adultos,
sem distincdo de sexo ou raca e sem alteracdes clinicas ou laboratoriais que
pudessem interferir na realizacdo da pesquisa. Animais em fase de
crescimento, castrados e fémeas gestantes foram excluidos do grupo
experimental. Apés a selecdo, os animais foram alojados em um gatil com
acesso ao sol, sendo administrada alimentacéo (racdo seca) e agua a vontade.
Apoés a realizacdo do experimento, 0os gatos passaram por um periodo de

desintoxicacao de 10 dias, sendo posteriormente doados.
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Para inducdo ao estado de tirotoxicose, administrou-se por via oral
comprimidos com 150 ug/kg de levotiroxina sddica a cada 24 horas durante 42
dias. Semanalmente os gatos eram pesados e as doses para cada animal eram
reajustadas conforme a necessidade. Todos os dados experimentais foram
coletados imediatamente antes do inicio da administracdo do medicamento
(M0), sendo realizadas posteriormente novas avaliacbes em seis momentos
experimentais, com intervalo de sete dias até o término do periodo
experimental.

As dosagens dos niveis séricos dos hormonios tiroidianos (T3 total, T4
livre e T4 total) foram obtidas em todos os momentos, pela técnica de
radioimunoensaio em fase sdlida, utilizando-se conjunto de reagente comercial
sem qualquer tipo de extracao quimica ou processo de purificacdo, tendo como
elemento radioativo tracador o lodo*?°.

A avaliacdo da densidade mineral 6ssea foi realizada pela técnica de
densitometria Optica em imagens radiograficas, conforme descrito na
literatura®**1#202%28 ' A area avaliada foi a extremidade distal do réadio direito e,
para melhor analise sequencial dos valores densitométricos, padronizou-se a
selecdo da regido da metéafise localizada 5 mm acima da cicatriz epifisaria
(Fig.1), sendo essa avaliacéo realizada em todos os animais e em todos 0s
momentos experimentais.

A andlise estatistica das variaveis ao longo dos diferentes momentos foi
realizada considerando-se a técnica de analise de variancia para medidas
repetidas. Quando a variavel apresentou as caracteristicas de distribuicdo
normal de probabilidade, o procedimento foi paramétrico. Na auséncia de
caracteristicas de distribuicdo normal de probabilidade utilizou-se o
procedimento n&do-paramétrico. Para a interpretacdo das letras, deve-se
considerar que duas médias ou medianas seguidas pelo menos de uma
mesma letra ndo diferem ao nivel de 5% de significancia. Para o estudo da
correlacdo entre as variaveis em cada um dos momentos, utilizou-se o

coeficiente de correlacao linear de Pearson.
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Resultados e Discussao

O protocolo de inducdo ao hipertiroidismo utilizado foi eficaz,
demonstrado por uma elevacédo estatisticamente significativa dos niveis séricos
de T4 livre (Tab.1) e T4 total. (Tab.2) Esse aumento esteve presente a partir da
primeira semana de administracdo oral de levotiroxina sédica, mantendo-se 0s
altos niveis hormonais até o término do periodo experimental de 42 dias. Os
niveis plasméticos de T3 livre ndo apresentaram alteracdes significativas
(Tab.3), fato também comumente observado no hipertiroidismo felino'®. Dessa
forma, a dosagem do T3 livre ndo esteve associada com as alteracfes dos
niveis de T4 livre e T, total dos gatos ou com as alteracdes presentes no
metabolismo 6sseo.

Assim, como nesta pesquisa, outros autores também conseguiram
promover uma inducdo experimental a tirotoxicose a partir da administracao

823 & cges!, em

oral de levotiroxina sédica’®?3. S&o descritos trabalhos em ratos
que foi possivel a demonstracdo de alteracdes do metabolismo do tecido
0sseo.

Foi caracterizada uma queda, estatisticamente significativa, da
densidade mineral O6ssea da extremidade distal do radio dos animais
submetidos ao protocolo experimental de inducdo a tirotoxicose ja na primeira
semana de tratamento com levotiroxina sodica. Até o término do periodo
experimental ocorreu um gradual decréscimo dos valores médios da densidade
mineral Ossea (Tab.4). Alteracbes desta natureza ja4 foram amplamente

1,2,45,6,7,9,13,14,15,16,21,22

descritas na medicina humana , entretanto, poucos autores

relataram este fato em animais *#*"%’,

Em todos os momentos, a partir do inicio da administracdo hormonal, foi
observada uma correlacdo negativa entre a densidade mineral 0ssea da
extremidade distal do radio e os niveis plasmaticos de T, livre e T, total;
entretanto, este fato ndo foi verificado com os niveis de T3 total. Apés duas
semanas de tratamento hormonal, foi constatada uma forte correlacado negativa
entre os niveis de T, total e os valores densitométricos (Tab.5).

A partir de radiografias convencionais em humanos, a visualizacao de

manifestagcbes 0sseas nos casos de tirotoxicose enddgena é de rara



34

ocorréncia’. Nesta pesquisa, este acontecimento também foi verificado na
tirotoxicose experimental, onde ndo foi possivel estabelecer o diagnéstico de
perda de massa 0ssea nos gatos estudados a partir de radiografias simples.
Este fato reforca a importancia da avaliacdo densitométrica para um
diagnéstico precoce das lesGes 6sseas decorrentes do hipertiroidismo.

As semelhancas nas alteragBes no tecido 0sseo na tirotoxicose de
origem exégena e enddgena em humanos, conforme descrito em mulheres
submetidas a uma reposicdo hormonal excessiva®, levam a considerar que fato
semelhante possa ocorrer nos gatos domeésticos. Dessa forma, possivelmente
a perda de massa 6ssea, observada nos gatos do presente estudo, também
ocorrera de forma semelhante no hipertiroidismo felino de origem enddgena.
Outro fato relevante, concordando com os relatos de Fallon et al.*, é com
relacéo a prescricdo de hormonios tiroidianos, ja que os resultados da presente
pesquisa demonstram que, possiveis erros no calculo da dose dos
medicamentos para reposicdo hormonal podem proporcionar efeitos no
metabolismo ésseo dos gatos.

Kung e Ng® demonstram significativa diminuicdo da densidade mineral
O0ssea do fémur, da coluna e da cauda de ratos induzidos a tirotoxicose apos
avaliagdo densitométrica. As alteracdes de densidade mineral Ossea ja
estavam presentes com trés semanas apos o inicio de administracdo hormonal,
0 que concorda com os dados desta pesquisa, segundo 0s quais, um curto
periodo de tirotoxicose exdégena pode afetar o metabolismo 6sseo.

A técnica de densitometria éptica em imagens radiograficas demonstrou
ser util e de facil realizacdo. Foi possivel uma caracteriza¢do precisa do quadro
de perda de massa 6ssea, assim como um acompanhamento perioédico das
alteracGes da densidade mineral 6ssea. Outros autores também ja verificaram
a sua aplicabilidade e precisdo em cées®, eqiinos?®, gatos domésticos®® e em
pecas dsseas de frangos™.

Durante o periodo experimental, ndo foram verificadas fraturas
patolégicas nos animais induzidos ao estado de tirotoxicose. Em humanos, é
citado que os efeitos dos hormodnios tiroidianos proporcionam uma maior
fragilidade do osso, assim, o hipertiroidismo, ou uma histéria prévia da doenca,

aumenta o risco de fraturas patoldgicas decorrentes da osteoporose®®92:22,
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Nos gatos utilizados nesta pesquisa, esse fator agravante ndo ocorreu durante

0 periodo experimental.

Conclusoes

O protocolo de inducdo a tirotoxicose utilizado neste experimento €&
eficaz e aumenta significativamente os niveis séricos de T4 livre e T4 total nos
felinos domésticos a partir da primeira semana de tratamento. Essa elevacao
dos horménios tiroidianos foi responsavel por uma diminuicdo estatisticamente
significativa da densidade mineral dssea da extremidade distal do radio direito
dos gatos também a partir da primeira semana do periodo experimental.
Apesar da significativa desmineralizacdo O6ssea, ndo ocorreram fraturas
patologicas. A densitometria Optica em imagens radiograficas é uma
metodologia Util, precisa e que proporciona uma adequada avaliacao

sequencial da densidade mineral éssea.
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Tabela 1
Medidas descritivas do T3 total (ng/dl) e resultado do teste estatistico da
comparacdo entre 0S momentos em gatos submetidos a tirotoxicose

experimental (Botucatu, 2006).

Medidas Momentos
descritivas MO M1 M2 M3 M4 M5 M6

Valor minimo 27,08 32,71 23,89 19,25 6,39 21,65 28,99
Primeiro quartil 52,20 46,30 55,25 46,92 35,35 46,20 53,64
Mediana 60,03a 64,6a 75,79a 66,80a 66,86a 53,95a 66,95a
Terceiro quartil 75,57 120,58 94,45 81,73 90,46 92,34 82,86
Valor maximo 98,59 187,37 135,33 138,28 103,60 126,87 138,3
Média 64,69 85,01 77,76 69,11 63,23 68,95 70,46
Desvio padrao 17,95 49,63 31,97 34,12 31,93 33,77 29,19
Resultado do

teste estatistico 4,58 (P>0,05)

Tabela 2

Medidas descritivas do T, livre (ng/dl) e resultado do teste estatistico da
comparacdo entre oS momentos em gatos submetidos a tirotoxicose

experimental (Botucatu, 2006).

Medidas Momentos
descritivas

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6

Valor minimo 0,12 0,22 0,09 0,05 014 0,29 0,30
Primeiro quartil 0,22 052 071 062 082 046 0,55
Mediana 0,31a 0,79b 1,09b 0,93b 1,09b 1,04b 0,71b
Terceiro quartil 053 0,79 109 093 1,09 104 0,71
Valor maximo 089 2,74 247 229 411 221 2,02
Média 039 1,16 1,11 0,99 1,26 1,11 0,88

Desvio padrédo 023 086 065 061 092 0,67 048
Resultado do
teste estatistico 17,06 (P<0,01)




Tabela 3
Medidas descritivas do T, total (ug/dl) e resultado do teste estatistico da
comparacdo entre 0os momentos em gatos submetidos a tirotoxicose

experimental (Botucatu, 2006).

Medidas Momentos

descritivas MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
Valor minimo 0,80 201 114 1,75 1,76 1,31 1,90
Primeiro quartil 185 4,37 3,94 426 5,09 580 4,58

Mediana
Terceiro quartil
Valor maximo

2,43a 6,09b 6,27b 8,27b 7,92b 9,79b 7,16b
3,98 10,20 10,09 12,15 11,11 12,40 8,08
6,31 16,41 14,64 16,36 18,78 14,90 15,40

Média 296 745 6,93 853 8,20 8,98 7,06
Desvio padrdo 1,71 427 398 482 4,76 440 3,79
Resultado do
teste estatistico 22,74 (P<0,001)

Tabela 4

Medidas descritivas da densidade mineral 6ssea (mmAl) e resultado do teste
estatistico da comparacdo entre 0os momentos em gatos submetidos a

tirotoxicose experimental (Botucatu, 2006).

Medidas Momentos

descritivas MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
Valor minimo 1,03 092 091 092 090 1,00 0,90
Primeiro quartil 1,28 127 125 126 122 122 1,26
Mediana 1,47 141 141 136 1,37 1,37 1,36
Terceiro quartil 157 156 156 150 1,51 1,48 1,46
Valor maximo 1,78 169 169 1,74 167 1,74 1,74
Média 1,43b 1,38a 1,38a 1,35a 1,35a 1,34a 1,33a
Desvio padrao 0,23 0,21 022 02 021 0,20 0,21
Resultado do

teste estatistico 6,11 (P<0,001)




41

Tabela 5

Medidas de associacdo entre as variaveis estudadas nos diferentes momentos

experimentais em gatos submetidos a tirotoxicose experimental (Botucatu,

2006).

Associacao
entre variaveis MO M1 M2 M3 M4 M5 M6

DMO x T3 total -0,30 0,23 -0,06 -0,07 -0,10 -0,20 -0,14
DMO x T4 livre -0,26 -0,15 -0,15 -0,15 -0,12 -0,27 -0,36
DMO x T4 total -0,24 -0,27 -0,51* -0,24 -0,08 -0,19 -0,37

*P<0,05 / DMO — Densidade mineral 6ssea

DEMEITOMETRIA OSSEA - FELINOE e CANINOE PEOQUENOE — Prof LUIZ CARLOES UULCANO
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realizada a analise densitométrica.
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Resumo

A tirotoxicose € caracterizada pelas excessivas concentracfes séricas dos
horménios tiroidianos, podendo desencadear graves alteragdes no
metabolismo O6sseo. Processos de desmineralizagdo 0ssea podem promover
aumento da atividade das metaloproteinases de matriz —2 e -9, entretanto este
fato ndo € descrito no hipertiroidismo felino. O presente trabalho demonstra
ocorréncia de significativo aumento de atividade das formas ativas das
metaloproteinases -2 e -9 em gatos com tirotoxicose induzida e
desmineralizacdo éssea. Os resultados sugerem um aumento da degradacgao

da matriz colagena secundaria a elevacdo dos hormdnios tiroidianos.

Palavras-chave: hipertiroidismo, tirotoxicose, desmineralizacdo 0éssea,

metaloproteinase de matriz, gato.

Abstract

Thyrotoxicosis is characterized by excessive concentrations of thyroid
hormones in serum, and can result in serious effects in bone metabolism. Bone
demineralization can promote high activity of matrix metalloproteinases —2 and
-9, but this fact isn’t reported in feline hyperthyroidism. The present paper show
the occurrence of significant increase activity of active forms of matrix
metalloproteinases —2 and -9 in cats with induced thyrotoxicosis and bone
demineralization. The results suggest a increase of collagen matrix degradation
secondary at high levels of thyroid hormones.

Key words: hyperthyroidism, thyrotoxicosis, bone demineralization, matrix

metalloproteinases, cat.
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Avaliagcao das metaloproteinases de matriz -2 e -9 em gatos com

desmineralizacdo 6ssea secundaria a tirotoxicose induzida

Introducao:

O hipertiroidismo felino € uma alteracdo clinica multissistémica
resultante das excessivas concentragbes dos hormonios tiroidianos, sendo
atualmente considerado o disturbio endocrino de maior incidéncia nos felinos
domeésticos (Peterson et al 1983, Thoday et al 1992, Broussard et al 1995).
Alteracbes no metabolismo 6sseo em gatos com tirotoxicose podem ser
caracterizadas, tais como desmineralizacdo 0ssea, hipercalcemia,
hiperfosfatemia (Peterson et al 1983), diminuicdo do paratormdnio circulante e
aumento da fosfatase alcalina de origem 6ssea (Archer e Taylor, 1996, Foster e
Thoday 2000) e niveis de osteocalcina (Archer e Taylor, 1996).

Em humanos, as alteragBes sobre o metabolismo 6sseo também sé&o
amplamente descritas nos casos de tirotoxicose (Mosekilde et al. 1990). A
caracterizacdo e tratamento precoce dos efeitos dos hormonios tiroidianos
sobre o tecido 6sseo assumem grande importancia e previnem a ocorréncia de
fraturas patologicas (Jodar et al 1997). A reposicdo hormonal em excesso em
pacientes com hipotiroidismo, principalmente em mulheres ap6s a menopausa,
pode produzir um estado hipermetabdlico idéntico ao observado na tirotoxicose
enddgena, também promovendo um remodelamento 6sseo exagerado (Fallon
et al 1983, Jodar et al 1997).

Estudos experimentais com indu¢do a um estado de tirotoxicose foram
desenvolvidos em humanos (Lukensmeyer et al. 1970), cades (Adams 1966), e
ratos (Kung e Ng, 1994, Pereira et al. 1999, Serakides et al. 2000) nos quais
também foi possivel demonstrar alteragdes no metabolismo 6sseo, assim como
ocorre no hipertiroidismo enddgeno.

O processo de reabsorcdo Ossea € mediado diretamente por

osteoclastos, entretanto, a degradacdo da matriz 6ssea € mediada pela
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secrecdo de proteases produzidas pelos osteoblastos. Esses dois processos
estdo intimamente relacionados e regulados, onde os agentes que modificam a
reabsorcéo do tecido 6sseo frequentemente alteram a degradacéo do colageno
0sseo por mudancas na expressao das metaloproteinases de matriz (MMPs) e
seus inibidores (Pereira et al.1999).

As metaloproteinases de matriz formam uma familia de endopeptidases
dependentes de metais e atuam no remodelamento da matriz extracelular. As
MMPs -2 e -9, também denominadas como Gelatinase A e B respectivamente,
sdo secretadas pelos osteoblastos e tem a capacidade de degradar elastina,
colageno 1V, V, VII, X e Xl, assim como componentes menores da matriz
extracelular (Matrisian, 1990).

Agentes que sabidamente aumentam a reabsor¢do 0ssea, promovem
uma maior sintese das MMPs -2 e -9 pelos osteoblastos (Lorenzo et al. 1992,
Kusano et al. 1998, Guo et al. 2005). Em ratos, os hormdnios tiroidianos em
eXxcesso proporcionaram um aumento na expressao das MMPs -2 e -9, sendo
este fato possivelmente associado a degradacdo da matriz coldgena e
ocorréncia de osteopenia (Pereira et al. 1999).

As MMPs -2 e -9 tém sido alvo freqiente de estudos por atuarem na
degradacédo da membrana basal, favorecendo processos de invaséo tumoral e
metastases (Kugler, 1999, Mook et al. 2004). Além disto, estas enzimas estdo
envolvidas em processos de diferenciacdo celular, apoptose e angiogénese,
estando diretamente envolvidas no prognoéstico de diferentes processos
neoplasicos (Mook et al 2004). Nas espécies canina (Loukopoulos, 2003) e
felina (Jankowski et al, 2002, Sorensen et al., 2004) foi comprovado um
aumento da atividade destas metaloproteinases de matriz em processos
neoplasicos de carater maligno, entretanto, informacdes sobre o papel destas
enzimas nos casos de excesso dos hormdnios tiroidianos nestas espécies néo
foram descritas até o momento.

No presente estudo foi avaliada a atividade das MMPs -2 e -9 em gatos
domésticos induzidos a tirotoxicose experimental e que apresentaram
desmineralizacdo 6ssea concomitante, com o objetivo de avaliar o papel destas

enzimas no processo de remodelamento da matriz colagena.
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Materiais e Métodos

Foram utilizados cinco gatos domésticos (Felis catus, L. 1758), adultos,
sem distincdo de sexo ou raca e sem alteracdes clinicas ou laboratoriais que
pudessem interferir na realizagdo da pesquisa. Animais em fase de
crescimento, castrados e fémeas gestantes foram excluidos do grupo
experimental. Apés a selecdo, os animais foram alojados em um gatil com
acesso ao sol, sendo administrada alimentacao (racdo seca) e agua a vontade.
Apés a realizacdo do experimento, 0s gatos passaram por um periodo de
desintoxicacao de 10 dias, sendo posteriormente doados.

Para inducdo ao estado de tirotoxicose, administrou-se por via oral,
comprimidos com 150 pg de levotiroxina sddica a cada 24 horas durante 42
dias. Semanalmente os gatos eram pesados e as doses para cada animal eram
reajustadas conforme a necessidade. Todos os dados experimentais foram
colhidos imediatamente antes do inicio da administracdo do medicamento (MO),
sendo realizadas posteriormente novas avaliacbes das varidveis a cada
quatorze dias, até o término do periodo experimental (M3).

A dosagem dos niveis séricos dos horménios tiroidianos (T3 total, T4
livre e T4 total) foram obtidas em todos os momentos, pela técnica de
radioimunoensaio em fase solida, utilizando-se conjunto de reagente comercial
sem qualquer tipo de extracdo quimica ou processo de purificagdo, tendo como
elemento radioativo tracador o lodo*?.

A avaliacdo da densidade mineral 0ssea foi realizada pela técnica de
densitometria Optica em imagens radiograficas, conforme previamente descrito
na literatura (Vulcano et al. 1998; Rahal et al, 2001, Vulcano 2001). A area
avaliada foi a extremidade distal do radio direito e, para melhor analise
sequencial dos valores densitométricos, padronizou-se a selecdo da regido da
metafise localizada 5 mm acima da cicatriz epifisaria em todos os animais e em
todos os momentos experimentais, sendo posteriormente feita o calculo da
densidade mineral éssea (Fig.1).

Para a realizacao da zimografia de proteinas, aliquotas com 1ul de soro

foram submetidas a eletroforese sob condi¢des nao redutoras (100 V a 4°C)
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em gel de poliacrilamida a 8%, contendo 0,1% de gelatina. Apds a eletroforese,
os géis foram lavados em Triton X-100 2,5%, duas vezes por 15 minutos.
Posteriormente, os géis foram novamente lavados duas vezes com o tampéo
Tris-HCI 50Mm pH 8,4 por de cinco minutos, sendo em seguida incubados por
14 horas a 37°C no mesmo tampé&o contendo 5 Mm de Cloreto de Célcio e 1uM
de Cloreto de Zinco. Apés a incubagédo, os geéis foram corados com Comassie
Brilhant Blue 0,25%, possibilitando a visualizacdo da atividade gelatinolitica das
MMPs -2 e -9.

As bandas de proteinas obtidas na zimografia foram digitalizadas,
convertidas em bandas escuras sobre um fundo claro e analisadas por
densitometria. A atividade gelatinolitica das bandas das metaloproteinases -2 e
-9 foi analisada obtendo-se a densidade 6ptica integrada (I0OD), utilizando-se o
programa computacional Image Master VDS versao 3.0 acoplado ao aparelho
Image Master VDS (Pharmacia Biotech).

Para a analise estatistica das varidveis estudadas durante o periodo
experimental, utilizou-se o teste de regressdo. A associacdo entre as variaveis
nos diferentes momentos foi realizada por testes de correlacdo linear de
Pearson, sendo considerados significativos os valores com probabilidade

menor que 5% (p<0,05).

Resultados:

O protocolo utilizado para a inducdo ao hipertiroidismo foi eficaz,
ocorrendo por uma elevacao estatisticamente significativa dos niveis séricos de
T, livre e T, total. Esse aumento foi detectado ja no primeiro momento avaliado
apos o inicio da administracdo exdgena de levotiroxina sédica, mantendo-se 0s
altos niveis hormonais até o término do periodo experimental (Figuras 4 e 5).
Foi caracterizada uma queda dos valores séricos de T4 livre aos 42 dias de
tratamento, porem acima dos valores observados no momento inicial (Figura
4). Os niveis séricos de T3 total ndo apresentaram variagdo significativa

durante o periodo experimental.
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Associada a tirotoxicose promovida, foi caracterizada uma queda da
densidade mineral 6ssea da extremidade distal do radio direito dos animais nos
demais momentos ap6s o inicio da administracdo hormonal de levotiroxina
sédica (Figura 3).

Testes para padronizacdo da técnica de zimografia em gelatina foram
realizados, sendo utilizada para avaliacdo uma aliquota de 1ul das amostras
séricas e um periodo de incubacdo de 14 horas. Esta metodologia demonstrou
ser eficaz para a demonstracdo das formas pro, intermediaria e ativa da MMP—
2 (75kDa, 66kDa e 62kDa respectivamente) e da forma ativa da MMP-9
(83kDa), sem provocar saturacdo de nenhuma banda.

A forma ativa da MMP -2 apresentou uma tendéncia de elevacédo apés o
inicio da administracdo hormonal e este fato perdurou até o final do protocolo
experimental (Figura 6). As formas pr6 e intermediaria da MMP-2
apresentaram-se elevadas com 14 dias de tratamento quando comparadas ao
momento inicial, porém posteriormente houve uma tendéncia de queda
(Tabela 1).

Conforme demostrado na tabela 2, a forma ativa das MMPs -2 e -9
apresentaram uma expressiva correlacdo negativa com o0s valores da
densidade mineral 6ssea da extremidade distal do radio dos gatos no primeiro
momento experimental (p<0,05), com 14 dias de administracdo hormonal.

Anteriormente a administracdo hormonal, era presente uma fraca
correlacdo negativa entre os niveis séricos da forma intermediaria da MMP -2
e o0s resultados densitométricos. Posteriormente, nos demais momentos
experimentais, passaram a ser observada uma correlagdo positiva entre essas
variaveis, sendo esta de significancia estatistica (p<0,01) aos 42 dias de

experimento (Tabela 2).

Discussao:

Como nesta pesquisa, outros autores conseguiram promover uma
inducdo experimental a tirotoxicose a partir da administracdo oral de

levotiroxina sédica. Sao descritos trabalhos em ratos (Kung e Ng, 1994, Pereira
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et al. 1999, Serakides et al 2000) e cdes (Adams 1966), nos quais também foi
possivel a demonstracdo de alteragbes do metabolismo 6sseo. Os maiores
valores medios dos niveis séricos de T4 livre foram observados nos momentos
com 14 e 28 dias ap0Os inicio da suplementacéo de levotiroxina sédica, havendo
um decréscimo no ultimo momento avaliado. Uma inibicdo da producao
enddgena é observada apds inicio da suplementacdo hormonal em humanos,
fato este também caracterizado nos gatos utilizados deste experimento, uma
vez que a dose administrada foi sempre constante. Os valores de T4 total
permaneceram elevados e em patamares constantes durante todos o0s
momentos avaliados posteriormente ao inicio do tratamento hormonal. A
discreta alteracdo observada nos niveis séricos de T3 total, também podem,
segundo Thoday e Mooney (1992), estar presentes com frequéncia no
hipertiroidismo felino de origem enddgena.

A técnica de densitometria éptica em imagens radiograficas demonstrou
ser util e de fécil realizagdo, conforme j4 previamente relatado em cées
(Vulcano et al 1998), gatos (Rahal et al 2001) e cavalos (Vulcano 2001). Foi
possivel uma observacao precisa do quadro de perda de massa 0ssea, assim
como um acompanhamento periddico das alteracdes da densidade mineral
0ssea ao longo do experimento.

As semelhancas nas alteragfes no tecido 0sseo na tirotoxicose de
origem exogena e enddgena em humanos, conforme descrito por Fallon et al
(1983), em mulheres submetidas a uma reposicdo hormonal excessiva, levam
a considerar que fato semelhante ocorra nos gatos domésticos. Dessa forma,
possivelmente a desmineralizacdo éssea e a maior ativacao das MMPs -2 e -9,
observadas nos animais do presente estudo, também ocorrerdo de forma
semelhante no hipertiroidismo felino de origem enddgena.

Os resultados observados, concordando com os relatos de Pereira et al
(1998) apo6s estudo em ratos, sugerem o envolvimento das metaloproteinases —
2 e —9 no processo de desmineralizacdo 0ssea também na espécie felina. Os
gatos com tirotoxicose induzida apresentaram maior atividade das MMPs -2 e
-9, estando este achado possivelmente correlacionado a promogédo de uma
maior degradacdo da matriz colagena do tecido 0sseo.

Uma forte correlacdo negativa foi verificada entre as formas ativas das

MMPs -2 e -9 e a densidade mineral 6ssea com 14 dias de administracao
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hormonal, momento em que também se observou uma maior amplitude de
desmineralizacdo do tecido 6sseo. Tal fato demonstra a rapida acdo destas
MMPs na ocorréncia de tirotoxicose, sendo um fator agravante nos processos
de osteoporose secundaria em pacientes com hipertiroidismo, conforme ja
descrito em ratos (Pereira et al 1998).

A forma intermediaria da MMP -2, em um primeiro momento,
apresentou-se elevada, entretanto, com 42 dias de inducdo ao estado de
tirotoxicose caracterizaram-se 0s menores valores médios deste precursor,
observando-se também uma correlagdo positiva com o0s valores
densitométricos. Tal fato justifica-se pela elevacéo significativa da forma ativa
desta enzima durante todo o periodo experimental, promovendo uma alta taxa
de conversédo da forma intermediéria.

Pode-se concluir que a desmineralizagdo Ossea secundaria a
tirotoxicose promoveu aumento da atividade das MMPs -2 e -9 em gatos. Além
do importante papel destas enzimas em diferentes processos neoplasicos,
conforme previamente descrito na medicina veterinaria (Jankowski et al, 2002,
Loukopoulos, 2003; Sorensen et al., 2004), vale também ressaltar a
importancia da avaliacdo do papel das metaloproteinases de matriz -2 e -9 em
diferentes processos que promovam desmineralizacdo Ossea, entre estas 0
hipertiroidismo, para melhor esclarecimento dos aspectos fisiopatolégicos desta

enfermidade na espécie felina.
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Tabela 1 - Valores médios da densidade Optica integrada e desvio padrdo das
metaloproteinases de matriz em gatos com tirotoxicose induzida, Botucatu
2006.

Variaveis Inicio do 14 dias 28 dias 42 dias

tratamento

MMP -2 75kDa 747113341 14432+9219 821419566 1207548329
Forma pro-enzima
MMP -2 66 kDa 20655+9373 24974+11169 24467+8151 11386+10813
Forma intermediaria

MMP -2 62 kDa 75369+18988 83583+24851 85930+30928 99240+20437
Forma ativa

MMP —9 83 kDa  2818+1260  7159+3524  4951+2464  5118+3363

Forma ativa

MMP — Metaloproteinases de Matriz;

Tabela 2- Associacéo entre a densidade mineral 6ssea e as metaloproteinases

de matriz em gatos com tirotoxicose induzida, Botucatu 2006.

Associacao entre Inicio do 14 dias 28 dias 42 dias
as variaveis tratamento
DMO x MMP-2 75kDa -0,45 -0,42 -0,39 0,28
DMO x MMP-2 66kDa -0,17 0,28 0,51 0,93**
DMO x MMP-2 62kDa -0,37 -0,98** -0,63 -0,06
DMO x MMP-9 83kDa -0,19 -0,91* -0,15 0,01

*P<0,05; **P<0,01

DMO — Densidade Mineral Ossea; MMP — Metaloproteinases de Matriz;
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Figura 1 — Sele¢éo da regido da extremidade distal do radio
de felino com tirotoxicose induzida (esquerda) e mensuragao
da densidade mineral 6ssea (direita).
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Figura 2 — Aumento da atividade da forma ativa da MMP-2
(62kDa, seta) nos momentos 1, 2 e 3 comparado a0 momento
inicial (M0O) em felinos com tirotoxicose induzida
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Figura 3- Analise de regressdo dos valores médios de
densidade mineral Ossea em gatos com tirotoxicose
experimental.
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Figura 4- Andlise de regressdo dos valores médios de T4 livre
em gatos com tirotoxicose experimental.
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em gatos com tirotoxicose experimental.
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Figura 6- Analise de regressdo dos valores médios da forma
intermediaria MMP —2 em gatos com tirotoxicose experimental.
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Caracterizacao da etiologia da hiperfosfatasemia em gatos com

tirotoxicose induzida

Resumo:

A tirotoxicose € caracterizada pelas excessivas concentracdes séricas dos
horménios tiroidianos, podendo desencadear graves alteracdes no
metabolismo 0sseo. A hiperfosfatasemia € uma alteracdo laboratorial
freqientemente observada no hipertiroidismo felino, entretanto, poucos estudos
avaliam a etiologia deste achado em gatos na ocorréncia da doenca. O
aumento global dos niveis séricos de fosfatase alcalina pode ser decorrente de
diferentes isoenzimas, sendo que, no caso do hipertiroidismo em humanos, as
isoenzimas de origem 6ssea e hepatica apresentam-se comumente elevadas.
A partir da avaliagdo da bioquimica sérica de oito gatos com tirotoxicose
induzida e hiperfosfatasemia associada, o presente trabalho demonstra um
aumento significativamente maior dos niveis plasmaticos da fosfatase alcalina
de origem déssea quando comparado com a isoenzima de origem hepatica.
Conclui-se que as alteragBes no metabolismo 6sseo foram responsaveis pela

ocorréncia de hiperfosfatasemia nos gatos com tirotoxicose induzida.

Palavras-chave: Fosfatase alcalina, isoenzima, hipertiroidismo, gato
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Introducéao:

O hipertiroidismo felino € uma alteracdo clinica multissistémica
resultante das excessivas concentracfes dos horménios tiroidianos, sendo
atualmente considerado o disturbio enddcrino de maior incidéncia nos gatos
domésticos (1-4).

Estudos experimentais com indu¢do a um estado de tirotoxicose foram
desenvolvidos em caes (5), ratos (6-8), felinos domésticos (9) e humanos (10),
sendo possivel demonstrar alteracbes no metabolismo 6sseo, assim como
ocorre no hipertiroidismo endégeno.

A reposicdao hormonal em excesso em humanos com hipotiroidismo,
principalmente apds a menopausa nas mulheres, pode produzir um estado
hipermetabdlico idéntico ao observado na tirotoxicose endogena, podendo ter
como sequela um remodelamento 6sseo exagerado (11-13). Este fato assume
destacada importancia, uma vez que os horménios da tiredide estdo entre as
medicacbes mais freqientemente prescritas na medicina humana e a
administracdo de uma dose acima da recomendada pode ocasionalmente ser
encontrada (11).

A elevacdo dos niveis séricos de fosfatase alcalina total
(hiperfosfatasemia) € uma alteracdo laboratorial freqliente na ocorréncia de
hipertiroidismo em humanos (14-18) e nos felinos domésticos (1-4,19,20). Sao
considerados valores normais para a espécie felina niveis séricos de FA total
entre 10 e 35 U/L, onde os valores acima do limite superior caracterizam a
ocorréncia de hiperfosfatasemia (23).

Protocolos experimentais de indugcéo ao estado de tirotoxicose também
promoveram hiperfosfatasemia em ratas castradas (6) e gatos (9). Entretanto,
os valores obtidos da avaliacdo bioquimica sérica desta enzima sao resultantes
da somatéria das atividades das isoenzimas derivadas de diferentes tecidos do
organismo, tais como figado, 0sso, placenta, rins e intestino (14-23).

Na ocorréncia do hipertiroidismo felino, sdo descritas alteracbes no
metabolismo ésseo e lesBes hepaticas. A analise histopatoldgica do figado de
gatos com hipertiroidismo pode revelar aumento do pigmento dos hepatécitos,
presenca de células inflamatorias mistas em regido portal e areas focais de

degeneracdo gordurosa (24). Entretanto, uma disfuncdo hepética ¢é
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considerada rara na espécie humana e o0s achados histopatologicos
observados s&o considerados discretos, inespecificos e ndo apresentam
correlagcdo com a gravidade da doenca (25).

Outros trabalhos também em gatos demonstraram a acdo hormonal
sobre o tecido 0sseo, promovendo significativa desmineralizacao (9), elevacéo
dos niveis de osteocalcina (20), diminuicdo dos niveis de paratorménio e
alteracdes no metabolismo de calcio e fosforo (26).

A caracterizagdo e identificagdo das diferentes isoenzimas fornece
informacbes clinicas Uuteis para localizar o tecido responsavel pela
hiperfosfatasemia, podendo auxiliar no direcionamento do diagndstico e no
tratamento (15-16). Nos pacientes com hipertiroidismo, tanto em humanos (14-
18) como em felinos (19-20), a elevagédo da fosfatase alcalina total tem sido
descrita como decorrente do aumento da atividade das isoenzimas de origem
hepatica e de origem éssea.

Além da avaliacdo da fosfatase alcalina total, a andalise do perfil
bioquimico sérico de enzimas que indicam lesdo hepatocelular e colestase
também podem auxiliar na diferenciacdo entre a ocorréncia de alteracdes
hepaticas ou Osseas. Valores de normalidade para a espécie felina das
enzimas ALT, AST e GGT oscilam respectivamente entre 13 a 65 U/L, 20 a 50
U/Le 0 a5 U/L (23).

No presente estudo, foram avaliadas as isoenzimas de origem éssea e
hepatica em gatos domeésticos induzidos a tirotoxicose experimental e que
apresentaram hiperfosfatasemia concomitante, com o objetivo de melhor

caracterizar a etiologia deste achado laboratorial nesta enfermidade.

Materiais e métodos:

Foram utilizados 16 gatos domésticos (Felis catus, L. 1758), adultos,
sem distincdo de sexo ou raca e sem alteracdes clinicas ou laboratoriais que
pudessem interferir na realizacdo da pesquisa. Animais em fase de
crescimento, idosos, castrados e fémeas gestantes foram excluidos do grupo

experimental. Apés a selecdo, os animais foram alojados em um gatil com
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acesso ao sol, sendo administrada alimentacéo (racdo seca) e agua a vontade.
Apés a realizacdo do experimento, 0s gatos passaram por um periodo de
desintoxicacao de 10 dias, sendo posteriormente doados.

Para inducdo ao estado de tirotoxicose, administrou-se por via oral
comprimidos com 150 ug/kg de levotiroxina sddica a cada 24 horas durante 42
dias. Semanalmente os gatos eram pesados e as doses para cada animal eram
reajustadas conforme a necessidade. Todos os dados experimentais foram
colhidos imediatamente antes do inicio da administracdo do medicamento,
sendo este considerado momento um (M1). Para efeito comparativo,
posteriormente novas avaliacbes foram realizadas ao término do periodo
experimental de 42 dias, sendo este considerado o0 momento dois (M2)..

A dosagem dos niveis séricos dos horménios tiroidianos (T3 total, T4
livre e T4 total) foram obtidas nos dois momentos, pela técnica de
radioimunoensaio em fase solida, utilizando-se conjunto de reagente comercial
sem qualquer tipo de extracdo quimica ou processo de purificagdo, tendo como
elemento radioativo tracador o lodo*?.

Os niveis séricos de fosfatase alcalina total foram mensurados pelo
método AMP fotométrico cinético, utilizando-se conjuntos de reagentes
comerciais especificos. Para melhor avaliagdo bioquimica do perfil hepatico do
grupo experimental, mensuraram-se também os niveis plasméticos das
enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e
gamaglutamil transferase (GGT) pelo método de consumo de NADH
fotométrico cinético, também sendo utilizado kits especificos para as dosagens
enzimaticas.

Dos 16 animais inicialmente utilizados, foi selecionado um grupo
experimental de oito animais que se apresentaram com elevacdo dos niveis
séricos da fosfatase alcalina total apdés a administragdo hormonal, sendo
confeccionado um “pool” de amostras séricas nos momentos inicial e final do
experimento. Para a caracterizacdo das isoenzimas da fosfatase alcalina,
aliquotas com 4l do “pool” das amostras foram submetidas a eletroforese sob
condicbes nao redutoras (100 V a 4°C) em gel de poliacrilamida a 8%.
Posteriormente a eletroforese, os géis foram lavados com o tampéo especifico
(Tris-HCI; 0,2M NaCl; 0,005M MgCl,, pH 9,5) sendo em seguida corados apés

incubacdo por 12 horas a 37°C com o substrato BCIP (5-bromo-4-cloro-3-
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indoilfosfato) associado ao corante NBT (nitroblue tetrazolium). A atividade das
isoenzimas da fosfatase alcalina foi mensurada obtendo-se a densidade Optica
integrada (IOD), utilizando-se o programa computacional Image Master VDS
versao 3.0 acoplado ao aparelho Image Master VDS (Pharmacia Biotech).

Para a andlise estatistica das variacbes entre os momentos das
variaveis fosfatase alcalina total, ALT, AST, GGT, T3 total, T4 livre e T4 total,
utilizou-se o teste “t de Student”. Para a interpretacdo das letras, deve-se
considerar que médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem ao nivel de
5% de significancia. Para a caracterizacdo do comportamento das isoenzimas
da fosfatase alcalina, realizou-se o teste de regressao destas variaveis entre os

momentos inicial e final do protocolo experimental.

Resultados:

O protocolo utilizado para a inducdo ao hipertiroidismo foi eficaz,
observado pela elevacédo estatisticamente significativa dos niveis séricos de T4
livre e T, total (Tabela 1). N&o foi caracterizada alteragdo significativa dos
niveis séricos de T3 total apdés suplementacdo hormonal com levotiroxina
sodica.

Associada a tirotoxicose promovida, € observada uma elevacéo
significativa dos niveis séricos de fosfatase alcalina total apds o inicio da
administracdo hormonal (p<0,01), onde os valores médios apresentaram-se
acima do limite maximo estabelecido para a espécie. A avaliacdo bioquimica
sérica das enzimas ALT, AST e GGT néao revelou alteracdes significativas entre
0s momentos estudados (p>0,05) (Tabela 2).

Conforme demonstrado nas figuras 1 e 2, pelo teste de regressao, a
isoenzima de origem O0ssea apresentou marcante aumento entre 0S momentos
inicial e final. A fosfatase alcalina de origem hepéatica apresentou-se aumentada
em menor magnitude ao final do experimento, ndo havendo significancia

estatistica.
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Discussao:

Como nesta pesquisa, outros autores também conseguiram promover
uma tirotoxicose exdgena a partir da administracdo oral de levotiroxina sodica
(5-10), comprovando que os protocolos de indugéo podem servir como ensaios
experimentais para melhor caracterizacdo da doenca clinica. As semelhancas
nas alteracbes no tecido Gsseo e niveis séricos de fosfatase alcalina total na
tirotoxicose de origem exdgena e enddégena em humanos, conforme
previamente descrito em mulheres submetidas a uma reposicdo hormonal
excessiva (11), levam a considerar que fato semelhante ocorra nos gatos
domeésticos. Dessa forma, possivelmente a fisiopatologia da hiperfosfatasemia
em ambos 0s casos seja similar.

Apesar do periodo de administragcdo hormonal ter sido apenas de 42
dias, ja foi possivel caracterizar uma alteragéo estatisticamente significativa dos
niveis séricos de fosfatase alcalina total. Dessa forma, assim como na
tirotoxicose enddgena, a hiperfosfatasemia foi uma alteracdo laboratorial
comumente observada (1-4). As alteracbes metabdlicas secundarias a
administragcdo experimental excessiva de hormonios tiroidianos também
ocorreram rapidamente em estudos experimentais em caes (5), ratos (6-8),
felinos domesticos (9) e humanos (10).

A caracterizacdo das isoenzimas nos diferentes momentos
experimentais foi possivel de ser realizada por eletroforese sem um tratamento
prévio com a enzima neuraminidase. Na espécie humana, esta enzima facilita a
analise das isoenzimas da FA por promover uma maior reducdo da migracéo
anodica da isoenzima Ossea do que da isoenzima hepatica durante a
eletroforese. Entretanto, na espécie felina a sua utilizacdo € controversa,
havendo relatos que sua utilizacdo pode ser benéfica (20,22), ndo influenciar
nas analises ou, até mesmo, ser prejudicial (19, 21,23).

A auséncia de alteracBes nos niveis plasmaticos das enzimas ALT, AST
e GGT, associada a discreta e ndo significativa elevagdo da atividade da
isoenzima da fosfatase alcalina de origem hepatica demonstra sua pequena
contribuicdo para a hiperfosfatasemia observada na tirotoxicose experimental

em gatos. Tal fato concorda com demais trabalhos em humanos com
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tirotoxicose, que observaram discretas alteracbes histopatologicas no
parénquima hepatico (25) e uma maior atividade da isoenzima da FA originaria
do tecido 6sseo (15-18).

No hipertiroidismo felino de origem enddgena, estudos retrospectivos (2)
demonstram uma alta frequéncia de gatos com aumento de atividade das
enzimas ALT e AST, estando estes achados laboratoriais presentes em
aproximadamente 54% dos animais acometidos por esta enfermidade. Fatores
como a coexisténcia de outras alteracdes hepaticas e um maior tempo de
submissdo ao estado de tirotoxicose nos gatos com a doenca clinica, levando
ao aparecimento de lesdes tardias no parénquima hepatico, podem,
possivelmente, contribuir para a presenca destes achados laboratoriais.

Pesquisas desenvolvidas em gatos com hipertiroidismo enddgeno
demonstram também uma elevacdo das isoenzimas de origem hepatica
contribuindo para a hiperfosfatasemia. Nesta pesquisa, a variacdo da FA
hepética nédo foi significativa entre os momentos avaliados, sendo a FA 6ssea a
principal responsavel pela hiperfosfatasemia. Este acontecimento também j& foi
previamente observado por outros autores na espécie humana (14-18).

Gatos idosos apresentam maior incidéncia de hipertiroidismo, sendo
observado que uma porcentagem inferior a 5% dos gatos apresenta-se com
menos de 10 anos de idade ao momento do diagndstico (4). Na espécie
humana a faixa etaria do paciente é considerada um fator importante para a
interpretacdo dos valores de fosfatase alcalina total, onde ha uma elevacao
fisioldgica dos niveis séricos de FA hepética em pessoas idosas (14). Este fato
observado em humanos parece estar correlacionado com a discreta alteracéo
da FA de origem hepatica observada no presente trabalho em gatos
domésticos, uma vez que os animais utilizados no experimento eram em sua
totalidade adultos jovens.

Conclui-se desta forma que a isoenzima da fosfatase alcalina de origem
Ossea foi a principal responsavel pela ocorréncia da hiperfosfatasemia nos
gatos submetidos a tirotoxicose experimental. Ressalta-se também a eficiéncia
do protocolo de inducdo ao estado de tirotoxicose, sendo possivel caracterizar
a influéncia hormonal sobre os niveis séricos de fosfatase alcalina total e de
suas isoenzimas, contribuindo para melhor caracterizar a etiologia da

hiperfosfatasemia no hipertiroidismo felino.
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Figura 1: Andlise de regressdo dos valores de fosfatase
alcalina 6ssea (reta azul) e hepatica (reta preta) em gatos
com tirotoxicose induzida.
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Figura 2 — Gréfico demonstrando a densidade Optica
integrada apds eletroforese das isoenzimas da fosfatase
alcalina de origem hepatica (1) e 6ssea (2) em gatos com
tirotoxicose induzida.

71



72

Tabela 1: Valores séricos de T4 livre e T4 total em gatos avaliados antes (M1)
e apos tirotoxicose induzida (M2).

T4 Livre T4 total

(ng/di) (ng/di)
Momentos M1 M2 M1 M2
Média 0.47a 1.09b 2.84a 9.10b
Minimo 0.21 0.34 0.80 2.41
Méaximo 0.89 2.10 5.56 14.90
SD 0.27 0.69 1.81 417

SD - Desvio padréo

Tabela 2: Valores bioquimicos séricos para avaliacdo do perfil hepéatico em

felinos avaliados antes (M1) e apds tirotoxicose induzida (M2).

FA ALT AST GGT
(U/L) (U/L) (U/L) (U/L)

Momentos M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2

Média 38a 83b 66a 72a 28a 32a 0,12a 0,3a
Minimo 21 40 49 46 15 15 0 0
Maximo 71 141 100 114 38 34 1 2
SD 19 41 16 23 8 7 0,3 1,0

FA — fosfatase Alcalina, ALT - alanina aminotransferase, AST - aspartato aminotransferase,
GGT — gama glutamiltransferase, SD — desvio padréo.
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DISCUSSAO GERAL

O fato de o hipertiroidismo ser a endocrinopatia de ocorréncia mais
frequente na espécie felina, conforme amplamente relatado na literatura
(THODAY; MOONEY, 1992; MOONEY et al., 1998, MOONEY, 2005), faz
necessaria uma investigacdo detalhada sobre os aspectos clinicos e
fisiopatolégicos desta enfermidade. Com relacdo ao estudo das alteracdes
sobre o tecido 6sseo em gatos domésticos, sao citados trabalhos com casos de
hipertiroidismo endégeno (ARCHER; TAYLOR, 1996; BARBER; ELLIOTT,
1996; FOSTER; THODAY, 2000) e exdégeno (COSTA, 2002; COSTA et al.,
2004). Assim como neste trabalho, os autores supracitados também
observaram alteracdes sobre o metabolismo ésseo, entretanto, varios aspectos
ainda necessitam de maiores estudos.

A realizacdo de inducdo ao estado hipertiroideo foi eficaz, promovendo
uma elevacédo estatisticamente significativa dos niveis séricos de T4 livre e T4
total. Fallon e outros (1983) demonstram semelhancgas nas altera¢des do tecido
0sseo na tirotoxicose de origem exégena e endégena em mulheres submetidas
a uma reposicdo hormonal excessiva. Dessa forma, a partir deste estudo
experimental, pode-se deduzir que as alteracdes observadas nos animais
utilizados também estardo presentes no hipertiroidismo endogeno felino.

Trabalhos experimentais em animais também assumem grande
importancia na area medica, uma vez que a utilizacdo dos protocolos de
inducdo a tirotoxicose em animais permite uma melhor compreensdo dos
aspectos clinicos, laboratoriais e fisiopatoldgicos do hipertiroidismo na espécie
humana.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram claramente uma
acdo dos hormoénios tiroidianos sobre o metabolismo 0Osseo dos gatos,
promovendo significativa desmineralizacdo 6ssea, aumento da atividade da
isoenzima da fosfatase alcalina de origem Ossea e elevagdo dos niveis séricos
das metaloproteinases de matriz -2 e -9.

A avaliacdo laboratorial da atividade das isoenzimas da fosfatase
alcalina em pacientes com hipertiroidismo apresenta importancia clinica para o

controle dos sintomas da doenga em humanos (RICHTER; OHLEN, 1971;
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RHONE et al, 1980; ROSALKI; FOO, 1984; ROSALKI; FOO, 1985;
SCHREIBER; SADRO, 1988; TIBI et al., 1989). Esta analise auxilia no
direcionamento do diagndstico e tratamento dos doentes, sendo também
importante sua realizagdo para um melhor manejo do paciente felino com
hipertiroidismo. Mesmo sendo demonstrada maior atividade da isoenzima de
origem O6ssea nos resultados apresentados, deve-se considerar que outras
enfermidades, principalmente em gatos idosos, podem estar associadas ao
hipertiroidismo e contribuir para uma hiperfosfatasemia.

Pesquisas futuras podem melhor caracterizar a hiperfosfatasemia a
partir da caracterizacdo das diferentes isoformas das isoenzimas da fosfatase
alcalina. Técnicas desenvolvidas de cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) sao descritas com este objetivo para humanos (MAGNUNSON et al.,
1992) e ratos (DZIEDZIEJKO et al., 2005), entretanto, nenhum estudo ainda foi
realizado com a espécie felina.

O aumento da atividade das MMPs -2 e -9 presente demonstra a
atuacao destas enzimas no processo de remodelamento do tecido 6sseo por
atuacdo na degradacdo da matriz colagena, fato este também citado por
Pereira e outros (1999). Este achado indica a necessidade futura da utilizacao
de drogas inibidoras das metaloproteinases para o controle do processo de
desmineralizacdo 6ssea secundaria ao hipertiroidismo, assim como descrito
para processos neoplasicos (MATRISIAN, 1990; VISSE; NAGASE, 2003).

A tirotoxicose induzida nos gatos foi capaz de promover efeitos
precocemente, onde com 15 dias de administracdo hormonal exégena ja eram
presentes uma significativa perda de massa 6ssea, hiperperfosfatasemia e
alteracdo nas metaloproteinases de matriz. Esses achados concordam com
trabalhos realizados em ratos (ENGFELDT; HIJERTQUIST, 1954; ADAMS,;
JOWSEY, 1966; MUNDY et al., 1976; KUNG; NG, 1994; GOUVEIA et al., 1997;
SERAKIDES et al., 2000a, SERAKIDES et al., 2000b) e gatos (BABINSKI et al.,
2001; COSTA, 2003; COSTA et al., 2004), nos quais a tirotoxicose induzida
rapidamente promoveu alteracdes no metabolismo dsseo.

Relatos na medicina humana demonstram casos de tirotoxicose
iatrogénica ap0s reposicdo hormonal inadequada (FALLON et al., 1983; ADLIN
et al.,, 1991; DIAMOND et al., 1991; MEDEIROS NETO, 1995). Ressalta-se

desta forma a importancia da correta prescricdo dos medicamentos utilizados
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em pacientes com hipotiroidismo, assim como um continuo acompanhamento
clinico dos mesmos, tanto na espécie humana como em animais. Conforme
observado nestes resultados com gatos domésticos, é provavel que uma dose
acima da recomendada também promova alteracdes significativas em um curto
intervalo de tempo em humanos e outras espécies animais.

A metodologia de densitometria Optica em imagens radiograficas,
utilizada para determinagdo da DMO da extremidade distal do radio dos gatos,
apresentou grande utilidade para a avaliacdo sequencial da perda de massa
Ossea, fato também observado por Rahal e outros (2001) na espécie felina.
Desta forma, além da importancia da realizacdo de trabalhos que visavam o
estabelecimento de valores de referéncia para diversas espécies animais
(LOUZADA, 1994; GALLO et al., 1996; LOUZADA et al., 1997; VULCANO et
al., 1997, VULCANO et al, 1998; VULCANO, 2001), esta técnica
densitométrica permite avaliar com seguranca a evolucdo de processos de
desmineralizacdo Ossea que podem estar presentes em diversas
enfermidades. Acredita-se também, com base nos achados deste experimento,
que esta técnica também possibilite avaliar precisamente a involucdo de um
processo de desmineralizacdo 6ssea em enfermidades onde o tratamento €
possivel, como no caso do hipertiroidismo felino.

O estrégeno apresenta um papel importante para evitar a ocorréncia de
osteoporose na espécie humana. No caso do hipertiroidismo, mulheres apos a
menopausa apresentam maior grau de desmineralizacdo Ossea e
conseglentemente um maior risco de ocorréncia de fraturas patologicas
(FALLON et al., 1983; ADLIN et al., 1991; DIAMOND et al., 1991; MEDEIROS
NETO, 1995; GOUVEIA et al., 1997). Nao foi possivel neste trabalho
correlacionar os niveis de estrdgeno circulante com os demais parametros
avaliados, uma vez que as gatas castradas foram excluidas do grupo
experimental. Costa e outros (2004) relatam trés casos de gatas castradas
submetidas a tirotoxicose experimental que se apresentaram com maior
desmineralizacdo 0ssea quando comparadas ao grupo controle. Apesar deste
achado, tornam-se necessarias outras pesquisas para melhor caracterizagdo
da importancia dos niveis seéricos de estrogeno na ocorréncia de

desmineralizacdo 0ssea secundaria ao hipertiroidismo em gatos.
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A somatéria dos resultados observados permitiu caracterizar importantes
efeitos dos hormonios tiroidianos sobre o metabolismo ésseo em felinos
domeésticos, entretanto, novos estudos ainda devem ser desenvolvidos para
melhor compreensao dos efeitos da tirotoxicose sobre o metabolismo 0sseo,
possibilitando melhor caracterizacao desta enfermidade nos felinos domeésticos,

como também em outras espécies animais e na espécie humana.
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CONCLUSOES GERAIS

Nas condigbes em que foi realizado este experimento e de acordo com
os resultados obtidos, podem ser apresentadas as seguintes conclusdes para
gatos submetidos a administracdo oral de 150ug/kg de levotiroxina sodica a

cada 24 horas durante 42 dias:

1. O protocolo é eficaz para a inducdo a tirotoxicose e aumenta
significativamente os niveis séricos de T4 livre e T, total a partir da

primeira semana de tratamento.

2. A densidade mineral 6ssea da extremidade distal do radio direito diminui
significativamente a partir da primeira semana, em decorréncia da

tirotoxicose induzida.

3. A densitometria 0ssea em imagens radiograficas € um método (til,
preciso e de custo relativamente baixo. A técnica proporciona a
determinacdo sequencial da densidade mineral 60ssea da extremidade

distal do radio direito de forma eficaz.

4. A forma ativa da MMP -2 eleva-se significativamente em decorréncia da

administracdo exdgena dos hormaonios tiroidianos.

5. A desmineralizacdo 0ssea existente na extremidade distal do radio €
acompanhada de aumento da atividade das metaloproteinases de matriz
—2e-9.
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6. A fosfatase alcalina sérica total aumenta significativamente, sendo

influenciada pelos altos niveis plasmaticos de T, livre e T, total.

7. E possivel a caracterizacdo das isoenzimas da fosfatase alcalina de
origem 6Ossea e hepética pela técnica de eletroforese sem a realizagcéo

de um pré-tratamento das amostras com neuraminidase.

8. A isoenzima da fosfatase alcalina de origem 6ssea é a principal

responsavel pela hiperfosfatasemia nos gatos com tirotoxicose induzida.
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DETALHAMENTO DO PREPARO DOS ANIMAIS E DA COLHEITA DOS
MATERIAIS BIOLOGICOS

OBTENCAO E SELECAO DOS ANIMAIS

Foram utilizados 16 gatos domésticos (Felis catus, L. 1758) com idade
acima de um ano, sem distincdo de sexo ou raga. Somente foram selecionados
animais com um bom estado de saude, sem alteracdes clinicas ou laboratoriais
gue pudessem interferir na realizacdo do experimento.

Fémeas castradas e gestantes foram excluidas, assim como animais
gue ainda se apresentavam em fase de crescimento, na tentativa de formacéo
de um grupo de animais mais homogéneo e para evitar possiveis interferéncias
nos resultados finais.

Os gatos eram provenientes do gatil da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade do Oeste Paulista em Presidente Prudente e do

Biotério Central da UNESP, campus de Botucatu.

PREPARACAO DOS ANIMAIS

Os animais foram alojados e mantidos em compartimentos individuais de
ferro esmaltado que possuiam um piso de aluminio removivel, facilitando assim
0s procedimentos de higienizagdo. No interior das gaiolas foram colocadas
para 0s animais bandejas sanitarias plasticas com areia apropriada para
defecarem e urinarem, sendo estas constantemente limpas.

Em pequenos potes plasticos, foram fornecidas racdo comercial seca” e
agua a vontade. O local onde se encontrava as gaiolas recebia grande
luminosidade durante o dia e diariamente 0s animais tiveram acesso a solarios

onde podiam tomar sol e se movimentar com maior intensidade.

%2 Whiskas® carne
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Anteriormente ao inicio dos procedimentos experimentais, 0s animais
foram submetidos a um periodo de 14 dias para adaptagdo as novas condi¢cdes
de vida e para uma melhor observacao clinica. No primeiro dia deste periodo,
todos os animais foram vacinados® contra raiva, panleucopenia, rinotraqueite e
calicivirose, e receberam tratamento antiparasitario topico* e vermifugo oral’.

Apbs o término do protocolo experimental, 0s animais passaram por um
periodo médio de 10 dias de observacdo para a regressdo dos sintomas
clinicos presentes secundérios da tirotoxicose induzida, sendo doados em

seguida.

INDUCAO A TIROTOXICOSE EXPERIMENTAL

Foram utilizados comprimidos de levotiroxina sédica® nas concentracées
de 25, 50 e 100ug para a indugéo da tirotoxicose. Cada animal recebeu uma
dose aproximada de 150ug/kg diariamente, a cada 24 horas, durante 42 dias.
Semanalmente os gatos eram pesados e, nos casos em que houve uma
diminuicdo de peso corporal, secundarios aos efeitos do excesso dos
horménios tiroidianos, as doses de levotiroxina sodica foram recalculadas e
ajustadas para a manutencao da dose de 150ug/kg de levotiroxina sédica por

dia.

COLHEITA DE MATERIAIS BIOLOGICOS

Imediatamente antes do inicio da administracdo da levotiroxina sédica
foram colhidas amostras de sangue que serviram como controle dos niveis

hormonais de T3 total, T, livre e T, total, assim como controle dos valores

® Fel-0-vax® PCT — Fort Dodge

* Frontline® top spot gato - Merial
® Drontal® gatos — Merial

® Tetroid® 50mcg - Aché
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séricos dos demais parametros avaliados. Novas amostras de sangue foram
posteriormente colhidas para efeito comparativo com o momento inicial.

A colheita sangiinea foi realizada por venopuncdo jugular, sendo
previamente realizada tricotomia do local para facilitar o procedimento. Os
animais foram mantidos em decubito lateral direito ou esquerdo, de acordo com
a veia que apresentasse melhores condi¢des para realizagédo do procedimento.

Utilizaram-se para a puncdo jugular, agulhas’ para colheita multipla de
sangue a vacuo 25x8m descartaveis em tubos de vidro® com volume de
aspiracao de 6ml, com gel separador inerte ao soro e ativador de coagulo. As
amostras posteriormente foram centrifugadas em 3.500 rotacfes por minuto,
durante 5 a 10 minutos, para a obtencdo do soro. Em seguida, as amostras
foram acondicionadas em frascos apropriados, identificadas e armazenadas a
uma temperatura média de -20°C em um freezer, para posterior realizacdo das

dosagens hormonais e obtencdo dos valores bioquimicos a serem analisados.

METODOLOGIA DETALHADA PARA A REALIZACAO DAS DOSAGENS
DOS HORMONIOS TIROIDIANOS

As dosagens hormonais dos niveis séricos de T3 total, T4 livre e T4 total
foram realizadas em sua totalidade no Departamento de Reproducao Animal e
Radiologia Veterindria da Universidade Estadual Paulista, Campus de

Botucatu.

DOSAGEM DOS NIVEIS SERICOS DE T3 TOTAL

O T3 total sérico foi obtido pela técnica de radioimunoensaio em fase

sélida, utilizando-se conjunto de reagente comercial® sem qualquer tipo de

" Agulha de coleta a vacuo 25x8 - BD
® Tubo vacutainer SST 6ml Hemogard - BD
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extracdo quimica ou processo de purificacdo, tendo como elemento radioativo

tracador o iodo'®. As etapas utilizadas no procedimento s&o listadas abaixo:

Descongelamento dos soros sangliineos que, assim como 0s reagentes,
somente foram utilizados apds atingirem a temperatura ambiente.
Identificacdo de quatro tubos de polipropileno (12x75mm) néo revestidos,
sendo dois como T (contagem total) e dois como NSB (ligacdo né&o-
especifica).

Identificacdo de tubos de polipropileno (12x75mm) revestidos com
anticorpos anti-T3z total, sendo todos os -calibradores realizados em

duplicatas. O seguinte protocolo foi estabelecido:

Calibradores ng/dl nmol/l
A 0 0
B 20 0,31
C 50 0,77
D 100 1,54
E 200 3,07
F 600 9,22

Identificagcdo de um tubo de polipropileno, revestido com anticorpos anti-Ts
total, para cada amostra desconhecida.

Preparacdo de um "pool" a partir de aliquotas de amostras de soro
diferentes de diferentes gatos.

Tubos de polipropileno revestidos com anticorpos anti-Ts total foram
identificados como "pool". Os tubos "pool" foram distribuidos antes da
primeira amostra de soro dos animais e seguidamente apos um intervalo de
trinta amostras.

Transferéncia de 100ul do calibrador A para cada tubo NSB e A.
Transferéncia de 100ul de cada um dos calibradores B, C, D, E, F, para os

correspondentes tubos de polipropileno.
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- Transferéncia de 100ul de cada soro a ser analisado para os tubos
correspondentes de polipropileno.

- Transferéncia de 100ul do "pool" para os tubos correspondentes, sendo
utiizado o mesmo "pool' em todos o0s momentos, objetivando a
determinagao dos erros intra-ensaio e inter-ensaio.

- Adicdo em todos os tubos 1000ul de Ts total marcado com 1'%,

- Homogeneizacdo de todos os tubos com o auxilio de um agitador de
tubos'®, ndo ultrapassando um prazo maximo de 10 minutos apés a adicdo
do tracador.

- Incubacédo dos tubos a 37°C em banho-maria por um periodo de duas
horas.

- Passado o tempo de reacdo, com excecao dos tubos T, todos os demais
foram decantados. Os residuos aderidos a parede interna dos tubos foram
delicadamente retirados com papel filtro, tendo-se o cuidado de n&o entrar
em contado com a parte revestida.

- As mensuracdes de radioatividade foram obtidas pela utilizacdo de um
contador gama automatico®, com 48 pocos, calibrados automaticamente
para I*?® com o tempo de contagem de um minuto.

- Os valores das dosagens hormonais foram obtidos automaticamente com o
uso de um programa especifico de computador, acoplado ao contador gama

e a impressora (Figura 1).

DOSAGEM DOS NIVEIS SERICOS DE T, LIVRE

A determinacdo dos valores séricos de T4 livre ocorreu pela técnica de
radioimunoensaio em fase sélida. Utilizou-se para isto um conjunto de reagente

comercialt?

sem qualquer tipo de extracado quimica ou processo de purificacéao,
tendo como elemento radioativo o I*?°>. Foram adotadas as seguintes etapas
para a realizacéo das dosagens:

- Descongelamento dos soros sangliineos que, assim como 0S reagentes,

somente foram utilizados apos atingirem a temperatura ambiente.

1% Phoenix®
1 Kineticount®, Vitek Systems, Missouri, USA.
12 Coat a Count® Free T, Diagnostic Products Co., Los Angeles, C.A., USA.
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Identificacdo de quatro tubos de polipropileno (12x75mm) néo revestidos,
sendo dois como T (contagem total) e dois como NSB (ligagdo nao
especifica).

Identificacdo de tubos de polipropileno (12x75mm) revestidos com
anticorpos anti-T, livre, sendo todos os calibradores realizados em

duplicatas. O seguinte protocolo foi estabelecido:

Calibradores ng/dl nmol/l
A 0 0
B 0,1 1,3
C 0,5 6,4
D 1,3 16,7
E 2,2 28,3
F 4,8 61,8
G 10 128,7

Identificacdo de um tubo de polipropileno, revestido com anticorpos anti-T,4
livre, para cada amostra.

Preparacdo de um "pool" a partir de aliquotas de amostras de soro
diferentes de diferentes gatos.

Tubos de polipropileno revestidos com anticorpos anti-T4 livre foram
identificados como "pool". Os tubos "pool* foram distribuidos antes da
primeira amostra de soro dos animais e seguidamente apos um intervalo de
trinta amostras.

Transferéncia de 50ul do calibrador A para cada tubo NSB e A.
Transferéncia de 50ul de cada um dos calibradores B, C, D, E, F, para os
correspondentes tubos de polipropileno.

Transferéncia de 50ul de cada soro a ser analisado para os tubos

correspondente de polipropileno.
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Transferéncia de 50ul do "pool" para os tubos correspondentes, sendo
utiizado o mesmo "pool" em todos o0s momentos, objetivando a
determinacao dos erros intra-ensaio e inter-ensaio.

Adic&o em todos os tubos 1000ul de T3 livre marcado com 1'%
Homogeneizagdo de todos os tubos com o auxilio de um agitador de
tubos®®, ndo ultrapassando um prazo maximo de 10 minutos apés a adicdo
do tracador.

Incubacéo dos tubos a 37°C em banho-maria por um periodo de uma hora.
Passado o tempo de reacdo, com excecao dos tubos T, todos os demais
foram decantados. Os residuos aderidos a parede interna dos tubos foram
delicadamente retirados com papel filtro, tendo-se o cuidado de n&o entrar
em contado com a parte revestida.

As mensuracdes de radioatividade foram obtidas pela utilizacdo de um
contador gama automatico', com 48 pocos, calibrados automaticamente

para '?°

com o tempo de contagem de um minuto.
Os valores das dosagens hormonais foram obtidos automaticamente com o
uso de um programa especifico de computador, acoplados ao contador

gama e a impressora (Figura 1).

DOSAGEM DOS NIVEIS SERICOS DE T, TOTAL

Os valores de T4 total sérico também foram determinados pela técnica

de radioimunoensaio em fase sélida. Utilizou-se para isto um conjunto de

reagente comercia

purificacdo, tendo como elemento radioativo o

I*> sem qualquer tipo de extracdo quimica ou processo de

15, Foram realizadas as

seguintes etapas no procedimento:

Descongelamento dos soros sangiiineos que, assim como 0s reagentes,

somente foram utilizados ap6s atingirem a temperatura ambiente.

* Phoenix®
4 Kineticount®, Vitek Systems, Missouri, USA.
!> Coat a Count® Total T, Diagnostic Products Co., Los Angeles, C.A., USA.
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Identificacdo de quatro tubos de polipropileno (12x75mm) néo revestidos,
sendo dois como T (contagem total) e dois como NSB (ligagdo nao
especifica).

Identificacdo de tubos de polipropileno (12x75mm) revestidos com
anticorpos anti-T, total, sendo todos os calibradores realizados em

duplicatas. O seguinte protocolo foi estabelecido:

Calibradores Mg/dl nmol/l
A 0 0
B 1 12,9
C 4 51,5
D 10 129
E 16 206
F 24 309

Identificacdo de um tubo de polipropileno, revestido com anticorpos anti-T,4
total, para cada amostra desconhecida.

Preparacdo de um "pool' a partir de aliquotas de amostras de soro
diferentes de diferentes gatos.

Tubos de polipropileno revestidos com anticorpos anti-T, total foram
identificados como "pool". Os tubos "pool" foram distribuidos antes da
primeira amostra de soro dos animais e seguidamente apds um intervalo de
trinta amostras.

Transferéncia de 25ul do calibrador A para cada tubo NSB e A.
Transferéncia de 25ul de cada um dos calibradores B, C, D, E, F, para os
correspondentes tubos de polipropileno.

Transferéncia de 25ul de cada soro a ser analisado para os tubos
correspondente de polipropileno.

Transferéncia de 25ul do "pool" para os tubos correspondentes, sendo
utiizado o mesmo “pool” em todos o0s momentos, objetivando a

determinacao dos erros intra-ensaio e inter-ensaio.
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- Adicdo em todos os tubos 1000ul de T, total marcado com 1*?°,

- Homogeneizacdo de todos os tubos com o auxilio de um agitador de
tubos'®, ndo ultrapassando um prazo maximo de 10 minutos apés a adicdo
do tragador.

- Incubagdo dos tubos a 37°C em banho-maria por um periodo de duas
horas.

- Passado o tempo de reacdo, com excecao dos tubos T, todos os demais
foram decantados. Os residuos aderidos a parede interna dos tubos foram
delicadamente retirados com papel filtro, tendo-se o cuidado de n&o entrar
em contado com a parte revestida.

- As mensuracdes de radioatividade foram obtidas pela utilizagdo de um
contador gama automatico'’, com 48 pocos, calibrados automaticamente

para *?°

com o tempo de contagem de um minuto.
- Os valores das dosagens hormonais foram obtidos automaticamente com o
uso de um programa especifico de computador, acoplados ao contador

gama e a impressora (Figura 1).

Figura 1: Equipamentos utilizados para dosagem hormonal
(RIA). 1- monitor, 2- microcomputador, 3- impressora, 4-
contador gama automatico.

8. Phoenix®
7 Kineticount®, Vitek Systems, Missouri, USA.
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METODOLOGIA DETALHADA PARA REALIZACAO DAS ANALISES
DENSITOMETRICAS:

A mensuragdo da densidade mineral 6ssea dos animais utilizados no
experimento foi realizada, em todos o0s momentos, pela técnica de
densitometria Optica radiografica no Departamento de Reproducdo Animal e
Radiologia Veterindria da Universidade Estadual Paulista, Campus de
Botucatu.

Para este procedimento foi necessaria a realizagdo, em todos os
momentos, de trés radiografias em projecédo cranio-caudal do membro anterior
direito de cada animal, abrangendo a regido de extremidade distal do radio e
da ulna. As radiografias foram realizadas momentos antes do inicio da indugéo
a tirotoxicose nos gatos, sendo repetidas com um intervalo de sete dias, até se
completarem 42 dias de tratamento com levotiroxina sodica.

No exame radioldgico foram utilizados filmes radiograficos®® e chassis
18x24cm equipados com écrans de terras raras. Paralelamente e distante 3 cm
do membro radiografado, foi colocada uma escala de aluminio (phantom) na
porcao central do chassi, acoplado a um suporte de madeira, servindo como
referencial densitométrico (Figura 2). O phantom era constituido de vinte
degraus, sendo o primeiro com 0,5mm de espessura, variando em seguida de
0,5 em 0,5mm até o vigésimo degrau, tendo cada degrau uma éarea de
225mm?,

O aparelho de raios-X*° utilizado foi calibrado a uma distancia foco-filme
de 90 cm e, em todos os procedimentos radiogréaficos, foi mantida uma
quilovoltagem fixa de 35 kVp para todos os animais em todos os momentos. A
miliamperagem e o tempo de exposicdo a radiacdo X foram ajustados de
acordo com a necessidade de cada animal no primeiro exame, propiciando

uma adequada imagem radiografica, sendo estes valores mantidos até o

%0 Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda.

¥ TUR D 800, 500 Ma.
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término do experimento. Para os processos de revelacdo® e fixacdo?! do filme
radiografico, foi utilizada uma processadora automatica padrao®.

Apés a obtencdo das imagens radiogréficas, que foram digitalizadas,
utilizou-se um Scanner HP Scanjet 4C, com um adaptador para transparéncia
HP Scanjet 4C. Uma vez digitalizadas, utilizando-se o programa HP Deskscan,
as imagens foram armazenadas em um disco removivel de zip 100 MB ou
microcomputador.

Utilizando-se um programa computacional (Software)®® de Louzada
(1994), as imagens foram avaliadas para determinacdo e analise da densidade
mineral Ossea dos tercos distais dos radios dos gatos utilizados no
experimento. As etapas da metodologia utilizadas para a leitura densitométrica

séo descritas a sequir:

1- ldentificacdo do paciente com dados referentes ao nome, codigo do exame,
raga, idade, peso e data.

2- Selecdo da imagem a ser analisada, de acordo com seu codigo de
identificacdo previamente estabelecido.

3- Localizacao dos posicionadores circulares.

4- Enquadramento da regido da imagem radiografica a ser avaliada,
abrangendo a extremidade distal do radio direito.

5- Calibracdo do phantom.

6- Localizacdo da cicatriz epifisaria da extremidade distal do radio, com o
posicionamento do eixo sobre esta estrutura.

7- Marcacao de uma reta localizada 5mm acima da cicatriz epifisaria do radio,
servindo como referéncia para inicio da selecdo da regido ("janela”) a ser
realizada a leitura da densidade mineral 6ssea.

8- Delimitacdo de uma "janela" para realizagéo da leitura da densidade mineral
O0ssea. Primeiramente os limites laterais da janela foram sobrepostos a
porcdo mais externa das extremidades laterais do radio. Em seguida,

estabeleceu-se a altura da "janela" que correspondeu a metade da largura

%0 Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda.

%! Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda.

2 Macrotec.

22 pthenas — Sistema de Inteligéncia Avancada — Sdo José dos Campos
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obtida anteriormente. Por ultimo, aumentaram-se mais 4 mm da largura da
"Janela" para abranger parte dos tecidos moles adjacentes, propiciando,
assim, a andlise densitométrica.

9- Ajustamento automatico do mapeamento das partes moles adjacentes ao
tecido 6sseo. Nos casos em que 0 ajuste automatico dos tecidos moles néo
foi satisfatorio, foi realizado um ajuste manual pelo operador.

10-Célculo da densidade mineral 6ssea em mmAIl, a partir da regido

selecionada e adequado mapeamento das partes moles.

Para cada momento, realizaram-se trés leituras densitométricas em cada
radiografia, totalizando nove valores de densidade mineral 6ssea. O valor
densitométrico final, para cada animal nos diferentes momentos, foi obtido por

meio do calculo da média dos nove valores.

Figura 2: Suporte de madeira acoplado a escala de Aluminio
("phantom").
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DENSITOMETRIA DOSSEA — FELINDS e CANINOS PEOQUENOS - Prof LUIZ CARLOS UVULCAND
PACIENTE: ¥G, DATA: 16.11m.2001

AR JANELA E EIXO FILTRDS DIGITAIS Im
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== ==
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INCLIN. EIX0 10 creus
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Figura 3: ldentificac@o da cicatriz epifisaria da extremidade
distal do radio direito (seta).

DEMEITOMETRIA OSSEA - FELINOE e CANINOE PEOUENOE - Prof LUIZ CARLOES UULCANO
PACIENTE: FDGG, DATA: 16.11inm.2001
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neses

Figura 4: Posicionamento do eixo sobre a cicatriz epifisaria.
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Figura 5: Marcacao de uma reta localizada 5mm acima da
cicatriz epifisaria do radio, sendo referéncia para a selecao
da reaiao a ser feita a densitometria.

DENSITOMETRIA OSSEA - FELINOE e CANMINOS PEOQUENOE - Prof LUIZ CARLOS UULCANOD

FPACIENTE: FH,

DATA: 16.11m.2001
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Figura 6: Delimitagdo da regiéo a ser feita a densitometria.
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DENEITOMETRIA OSSEA — FELINOE e CANINOE PEQUEHOE - Frof LUIZ CARLOE UULCAMO
PACIENTE: YJKN. DATA: 16.11m.2001
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nurDro TNFERIOR

DENSIDADE MINERAL OSSEA

ADE ATHENA®
LADD DIREITO 3 CRUMUX@
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Figura 7: Mapeamento das partes moles adjacentes ao
tecido 6sseo.

DENEITOMETRIA OIXEA - FELINDS e CANINOE FEOUENOE - Prof LUIZ CARLODE UULCANO
PACIENTE: GEDF, DATA: 16.11in.2001

ANALISE DE RESULTADOS
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Figura 8: Célculo da densidade mineral 6ssea, a partir da
regido selecionada.
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METODOLOGIA DETALHADA PARA A AVALIACAO SERICA DAS
METALOPROTEINASES DE MATRIZ -2 E -9 E ISOENZIMAS DA
FOSFATASE ALCALINA

A avaliacdo das metaloproteinases de matriz e isoenzimas da fosfatase
alcalina foram realizadas no Departamento de Morfologia e no Departamento
de Fisica e Biofisica, ambos localizados no Instituto de Biociéncias da

Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu.

Tabela 1- Férmula utilizada para a preparacdo do gel de separacdo para

realizacdo de zimografia de proteinas.

Componentes Volume
Agua deionizada 3,7ml
Gelatina 1% 1,0ml
Bis/Acrilamida 30% 2,7ml
Tampao 1,5M Tris-HCI, pH 8,8 2,5ml
SDS 10% 100ul
APS 50ul
Temed 5ul

Tabela 2- Formula utilizada para a preparacdo do gel de separacdo para

realizacdo de eletroforese.

Componentes Volume
Agua deionizada 4,7ml
Bis/Acrilamida 30/08 2,7ml
Tampao 1,5M Tris-HCI, pH 8,8 2,5ml
SDS 10% 100ul
APS 50ul

Temed Sul
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Tabela 3- Formula utilizada para a preparacdo do gel de empilhamento para
realizacdo de zimografia de proteinas e eletroforese.

Componentes Volume
Agua deionizada 3,0ml
Bis/Acrilamida 30/08 650ul
Tampéo 0,5M Tris-HCI, pH 6,8 1,25ml
SDS 10% 50ul
APS 254l
Temed 5ul

Figura 9: Suportes para preparacdo do gel de poliacrilamida
para posterior realizacdo de eletroforese e zimografia de
proteinas (Mini Protean II).
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Figura 10: Materiais para eletroforese sob condi¢cdes né&o-
redutoras. Cuba - Mini Protean® (esquerda) e fonte (direita)

Figura 11: Microcomputador com 0 programa computacional
Image Master VDS versdo 3.0 acoplado ao aparelho Image
Master VDS (Pharmacia Biotech).



Figura 12: Zimografia do soro de gatos com tirotoxicose
induzida sem incubacdo com CaCl, e ZnCl,, demonstrando
perda da atividade gelatinolitica das metaloproteinases de
matriz —2 e -9.

Figura 13: Gel apés incubacao com CaCl, e ZnCl;, e corados
com Comassie Brilhant Blue 0,25%, demonstrando bandas
claras indicativas de protedlise em um fundo escuro.
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Figura 14: Conversédo das imagens obtidas na zimografia em
bandas escuras sobre um fundo claro, possibilitando melhor
andlise densitométrica.

Figura 15: Selecdo das linhas e bandas de proteinas obtidas
na zimografia para determinacdo da densidade O6ptica
integrada.
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Figura 16: Grafico demonstrando a densidade Optica integrada
das bandas de proteina com atividade gelatinolitica no soro de
gato com tirotoxicose induzida. Valores de peso molecular
determinados por RF.

Figura 17: Selecdo das linhas e bandas obtidas apds
eletroforese para caracterizacdo das isoenzimas da fosfatase
alcalina em gatos com tirotoxicose induzida.
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Figura 18: Grafico demonstrando a densidade Optica integrada
das bandas de fosfatase alcalina de origem hepética (1) e
0ssea (2) no soro de gatos com tirotoxicose induzida.
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