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CARDOSO, M.J.L. Marcadores do metabolismo 6sseo e homeostase do calcio
no hipertireoidismo felino. Botucatu, 2006. 125p. Tese (Doutorado em Clinica
Veterinéria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - Universidade

Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”.

RESUMO

Os efeitos do hipertireoidismo experimental (150 ug/kg/dia/42 dias) na
homeostase do calcio e nos marcadores do metabolismo 6sseo foram
estudados em 14 gatos sem raca definida, com idade entre um e trés anos.
Houve uma clara tendéncia de aumento das concentracfes séricas de PTH
intacto a partir do momento inicial com diferenca significativa entre este e os
demais momentos. O calcio ionizado demonstrou uma diminuigdo significativa
aos 14 dias em relagdo ao momento inicial e aos 42 dias em relacdo aos 14
dias. Os hormonios tireoidianos apresentaram correlacdo positiva com o PTH e
negativa com o célcio ionizado. JA& a densidade mineral éssea (DMO)
apresentou tendéncia de correlagdo negativa com o PTH a partir dos 28 dias.
Observou-se correlacdo negativa do PTH com o calcio ionizado aos 14, 28 e 42
dias. Conclui-se que o hipertireoidismo em gatos adultos jovens sem doencas
concomitantes apresenta hiperparatireoidismo secundario. As concentracdes
séricas da OC apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre si, nos
quatro momentos. O ICTP, um marcador especifico da reabsorcdo 6ssea, nao
apresentou diferenca significativa entre 0os momentos. Provavelmente o
remodelamento 6sseo foi provocado pelo estado hipertiredideo, visto que tanto
a OC como o ICTP apresentou forte correlagao positiva com a TT4 e um pouco
inferior com a FT4. A FT4 nao apresentou correlacdo positiva com o ICTP,
excetuando-se aos 28 dias. Observou-se baixa correlacdo, em todos os
momentos, entre os marcadores do metabolismo 6sseo e a densidade mineral
O0ssea. Conclui-se que o0 excesso dos hormoénios tireoidianos em gatos

provocou aumento do remodelamento 6sseo visto que ocorreu alta correlacdo
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entre estes hormdénios e o0s marcadores do metabolismo 6&sseo. O
hipertireoidismo provocou diminuicdo da DMO ¢ssea, porém a OC e o ICTP
apresentaram baixa correlacdo com esta variavel.

Palavras-chave: hipertireoidismo, marcadores metabolismo 6sseo, gatos,

homeostase calcio
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ABSTRACT

The effect of experimental hyperthyroidism (150 ug/kg/day/42 days) on calcium
homeostasis and markers of bone metabolism was studied in fourteen shorthair
cats from one to three years of age. Serum concentrations of unbroken PTH
had a clear tendency to increase from beginning with significant differences
from the initial to other moments. The ionized calcium significantly decreased at
the 14 days in comparison to the initial moment and at the 42 days in
comparison to the 14 days. The thyroid hormones showed positive correlation
with PTH and negative with ionized calcium. In contrast, bone mineral density
had a tendency of negative correlation with the PTH from the 28 days. Negative
correlation of the PTH and calcium ionized was observed at 14, 28 and 42 days.
In the present study, hyperthyroidism in young adult cats without concomitant
illnesses did not present secondary hyperparathyroidism. However, increase of
PTH and reduction of ionized calcium were observed. Serum concentrations of
osteocalcin (OC) were significantly different among all four moments. The
carboxi-terminal telopeptides of collagen type | (ICTP), a specific marker of the
bone reabsorption, did not significantly differ (p<0.05) between moments. Bone
turnover was probably caused by the hyperthyroid state, since OC and ICTP
presented strong positive correlation with TT4 and a little less with free T4
(FT4). The FT4 did not present positive correlation with the ICTP, excepting at
the 28 days. Positive correlation in all the moments between markers of bone
metabolism and bone mineral density was very low. In conclusion, the high
correlation between thyroid hormones and markers of bone metabolism

indicates that the excess of thyroid hormones in cats may cause an increase of



16

the bone turnover. Moreover, hyperthyroidism may cause reduction of the bone
DMO, although OC and the ICTP had low correlation with DMO.

Keywords: hyperthyroidism, markers of bone metabolism, cats, homeostasis
calcium
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INTRODUCAO

O hipertireoidismo ou tireotoxicose atualmente € considerada a
endocrinopatia mais frequente dos felinos nos Estados Unidos e no Reino
Unido (MOONEY, 2001). O hipertireoidismo felino € uma alteracdo clinica
multissistémica resultante de excessivas concentracdées dos hormonios
tireoidianos (tiroxina e triiodotironina). Tanto a producdo endbégena dos
horménios da tiredide, como a instituicAo da terapia convencional com
levotiroxina, pode proporcionar o aparecimento de sinais clinicos de
tireotoxicose (FALLON et al., 1983; ADLIN et al., 1991; DIAMOND et al., 1991,
CARDOSO, 2002).

O hipertireoidismo felino provoca alteracdes em diversos sistemas
organicos, entre eles o sistema musculo-esquelético. Os horménios tireoidianos
podem influenciar o metabolismo 6sseo diretamente ou via paratorménio (PTH)
(MOSEKILDE et al., 1990; SERAKIDES et al., 2000). Barber & Elliot (1996)
verificaram que 77% dos gatos apresentavam hiperparatireoidismo secundario
ao hipertireoidismo felino espontaneo. Em um estudo experimental se observou
a diminuicdo da densidade mineral 0ssea secundaria ao hipertireoidismo
(COSTA, 2002); contudo nao existem trabalhos correlacionando os achados do
hiperparatireoidismo (PTH, fosforo, célcio total e célcio ionizado) a
densitometria mineral 6ssea em gatos com hipertireoidismo.

As radiografias Osseas, a densitometria mineral O0ssea e a
histomorfometria revelam o balango 6sseo de algum momento, sendo que a
dltima é um procedimento invasivo, pois necessita de biopsia Ossea
(CHAVASSIEUX et al., 2001), entretanto, existem varios testes bioquimicos
para a mensuracao sérica ou urinaria de marcadores do metabolismo 6sseo
em humanos e animais (DELMAS, 1993). A base de todos os testes é a
correlagdo da concentracdo sérica ou urindria destes marcadores com a
atividade metabolica das células que formam o osso (osteoblastos) e as células
gue reabsorvem o osso (osteoclastos) (ALLEN, 2003).

Varias doencas metabdlicas 6sseas como hiperparatireoidismo, afetam a
atividade de formacdo e reabsorcdo Ossea (BARBER & ELLIOT, 1996) e
conseguentemente provocam mudancas nas concentracfes séricas dos

marcadores do metabolismo 6sseo.
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Os marcadores do metabolismo podem ser mensurados pelo teste
radioimunomeétrico (RIMA), radioimunoensaio (RIE), ELISA,
quimioluminescéncia, eletroforese e cromatografia liquida de alta performance.
Os marcadores séricos de formacdo O0ssea sdo a fosfatase alcalina Ossea
(FAO), osteocalcina (OC), peptideo carboxiterminal do procolageno tipo |
(PICP), peptideo aminoterminal do procolageno tipo | (PINP). Os marcadores
séricos da reabsorcdo 6ssea séo a fosfatase acida tartarato resistente (TRAP)
e o telopeptideo carboxiterminal do colageno tipo | (ICTP) (DELMAS, 2001).

Existem varios trabalhos em humanos (DELMAS et al., 1993) e animais
(WEILER et al., 1995; PHILIPOV et al., 1995; LIESEGANG et al., 2000)
correlacionando os marcadores do metabolismo 6sseo com diversas doencas
que provocam alteracbes O&sseas e, também, correlacionando com a
densitometria mineral 6ssea (REMES et al., 2004).

Ha trabalhos que mensuraram os marcadores do metabolismo 6sseo em
gatos normais (DELAURIER et al., 2004) ou com hipertireoidismo (HORNEY et
al., 1995; ARCHER & TAYLOR, 1996; FOSTER & THODAY, 2000).

Os objetivos deste estudo foram:

1. Avaliar a relacdo entre os marcadores bioquimicos da formacéo e da
reabsor¢cdo 0ssea e a densitometria mineral 0ssea, em gatos adultos
jovens;

2. Avaliar a relacdo entre o célcio total e ibnico, fosforo e o
paratorménio (PTH) e a densitometria mineral 6ssea, em gatos com
hipertireoidismo experimental;

3. Avaliar a relacao entre os marcadores bioguimicos da formacéo e da
reabsorcdo 6ssea e a densitometria mineral 6ssea, em gatos com

hipertireoidismo experimental.
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REVISAO DE LITERATURA

A tiredide é uma glandula endécrina primordial para a regulacédo
metabdlica. Os hormonios tireoidianos metabolicamente ativos sdo as
iodotironinas: triiodotironina (T3) e tiroxina (T4). A tiroxina € o principal
hormonio secretoério da tiredide. A T3 juntamente com a triiodotironina reversa
(rT3) e outros metabdlitos deiodinados também sdo secretados pela tirebide
em céaes e gatos (PETERSON & FERGUSON, 1992; KAPTEIN et al., 1994).

O hipertireoidismo (tireotoxicose) € uma alteracao clinica multissistémica
resultante de excessivas concentracdes dos hormdnios tireoidianos (tiroxina e
triildotironina) (PETERSON et al., 2001). Atualmente o hipertireoidismo é tido
como a doenga enddOcrina mais comum em gatos domeésticos nos Estados
Unidos e Reino Unido (MOONEY et al., 1996ab; MOONEY, 2001). Tanto a
producdo endogena dos hormdnios da tiredide, como a instituicdo da terapia
convencional com levotiroxina pode proporcionar o aparecimento de sintomas
clinicos de tireotoxicose (FALLON et al., 1983; ADLIN et al., 1991; DIAMOND
et al., 1991; CARDOSO, 2002).

As concentracdes séricas da T3 total (TT3), T3 livre (FT3), T4 total (TT4)
e T4 livre (FT4) elevadas sé@o os principais indicativos de hipertireoidismo
felino, na maioria dos casos (MOONEY et al., 1996a). Broussard et al. (1995)
relataram que aproximadamente 25% dos gatos com hipertireoidismo tinham a
concentracdo de T3 normais e de T4 elevada, isso mostra a importancia que a
T4 tem para o diagndstico (PETERSON, 1997). A concentracdo de TT4 dentro
do padrdo de normalidade para gatos normais pode ocorrer no
hipertireoidismo, este achado foi descrito em 3% por Peterson et al. (1983), em
9% por Thoday & Mooney (1992), em 29 % por Broussard et al. (1995) e em
33,5% dos casos por Peterson et al. (2001).

Em um estudo com gatos hipertiredideos, a concentracdo da FT4 estava
elevada em 98,5% dos gatos e a TT4 em 91,3%. O inconveniente da
mensuracdo € que 6-12% dos gatos eutirdideos possuem a FT4 elevada,
portanto o uso da FT4 deve ser feito com cautela, quando utilizada
isoladamente (MOONEY et al., 1996b). A mensuracao de FT4 foi avaliada em
gatos hipertiredideos e representa um bom teste diagndstico, particularmente

em gatos com TT4 dentro dos valores de referéncia. A concentracdo de FT4



22

permanece elevada nos pacientes que apresentam hipertireoidismo e doenca
nao tireoidiana concomitante (PETERSON et al., 2001).

Homeostase do Calcio

As glandulas paratirebides sao responsaveis pela secrecdo de
paratorménio (PTH), sob estimulo da concentracdo do calcio sérico (BARBER,
2004). O PTH felino € um polipeptideo contendo 84 aminoacidos. A seqiéncia
de aminoacidos do PTH felino € idéntica a dos caninos e ha aproximadamente
84% de semelhanca com o PTH humano. A maior parte desta semelhanca esta
na regido aminoterminal (aminoacidos 1-34), a porcdo ativa do horménio
(TORIBIO et al., 2002).

O PTH juntamente com a calcitonina e o calcitriol (vitamina D ativa) sédo
0s responsaveis pela regulacdo da concentracdo do calcio nos liquidos
extracelulares. A principal funcdo do PTH € manter a concentragcdo plasmatica
do calcio dentro de uma pequena margem de variacao, via acdo no 0SSO e Nos
rins. Secundéaria a esta funcdo o PTH regula a concentracdo do fésforo no
plasma (BARBER, 2004). As fun¢gbes do PTH sao estimular a liberagédo de
calcio e fosforo do 0sso, aumentar a reabsorcao de calcio e inibir a reabsor¢ao
de fosforo no filtrado glomerular, estimular a sintese de calcitriol nos tubulos
proximais renais e indiretamente aumentar a reabsorcao intestinal de calcio e
fésforo intestinal (ROSOL & CAPEN, 1996).

O principal estimulante da secrecdo do PTH € a diminuicdo da
concentracdo do calcio ionizado extracelular. A concentragcédo sérica do fosforo
e do calcitriol regulam indiretamente a secrecdo das paratiredides, pois
influenciam na concentragdo de calcio, além disso, também possuem efeitos
diretos (BARBER, 2004).

Estudos em humanos demonstraram secrecdo pulsati do PTH
(KITAMURA et al.,, 1990; CALVO et al., 1991) correspondendo ao ritmo do
calcio, do fésforo e da renovacgéo 6ssea. O meio da manha é o horério indicado
para a colheita de sangue em humanos, por corresponder ao momento da

secrecdo do PTH (KITAMURA et al., 1990). Enquanto ndo houver estudos em
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felinos deve-se adotar o mesmo horéario da colheita de sangue dos humanos
(BARBER, 2004).

As amostras de sangue para as dosagens do PTH devem ser obtidas,
processadas e congeladas a -80°C em menos de duas horas (BARBER, 2004),
pois o PTH é relativamente termolabil e qualquer erro no manuseio pode
provocar resultados erroneamente diminuidos (BARBER et al., 1993).

No organismo, o calcio sérico total, normalmente mensurado por método
colorimétrico, € a somatoria do calcio ligado as proteinas plasméticas (40%),
principalmente a albumina, célcio quelado (10%), ou seja, formando compostos
com o citrato, fosfato ou sulfato e calcio ionizado (50%) ou a parcela livre do
calcio (BARBER, 2004). O célcio ionizado é a porcéo biologicamente ativa do
calcio, a sua diminuicdo sanguinea é o principal estimulante da secrecao de
PTH (CHATTOPADNYAY, 2000).

O calcio pode estar ligado as proteinas plasmaticas, a condicdo de
hipoalbuminemia pode diminuir a concentracédo total do calcio, mas néo altera a
concentracdo de célcio ionizado (FELDMAN, 2004).

A mensuracao da fracdo ionizada do célcio plasmético é relativamente
restrita devido a dificuldade de acesso e disponibilidade de equipamentos, e a
necessidade de colheita do material em condicbes de anaerobiose e da
mensuracgao ter que ser realizada logo apés, quando comparada com a maioria
dos exames laboratoriais. Todas essas precaucoes tém a finalidade de evitar a
alteracdo do pH sanguineo e, por conseguinte, da fracdo de célcio ionizado.
Com o recente desenvolvimento de instrumentos semi-automatizados,
utilizando-se eletrodos ions seletivos, a mensuragao sérica do calcio ionizado
pode ser facilmente realizada (POLLARD, et al., 2001). Recomenda-se que 0s
valores séricos de referéncia para o calcio total e célcio ionizado devam ser
determinados pelos proprios laboratérios. Em média os valores variam de 1,02
a 1,32 mmol/L (FELDMAN, 2004).

O hipertireoidismo é uma causa bem conhecida de alteragcdo do
metabolismo 6ésseo, caracterizado por aumento na atividade osteoblastica e
osteoclastica com predominio da reabsorcéo 6ssea e resultando em diminuicéo
na massa 0ssea (MOSEKILDE et al., 1990; GARNERO et al., 1994). A taxa de

renovacao 0ssea é refletida no sangue e na urina com alteracdo dos niveis de
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enzimas, minerais e outras substancias envolvidas na deposicdo e reabsorcéo
0sseas. (FRASER et al, 1971).

A tiroxina tende a diminuir a absorcdo do calcio intestinal, entretanto os
valores podem estar aumentados devido ao estimulo a ostedlise. O excesso
dos hormdnios tireoidianos exerce um efeito direto sobre o metabolismo 6sseo,
parecendo estimular diretamente a reabsor¢do 0ssea. O aumento da retirada
de calcio do tecido 6sseo induz, de forma compensatéria, a um decréscimo da
secrecdo do PTH, na tentativa de manter os niveis séricos de calcio normais
(MOSEKILDE & CHRISTENSEN, 1977; PETERSON et al., 1983). Segundo
Mosekilde et al. (1990), a diminuicdo dos niveis séricos do PTH circulante esta
correlacionada ao aumento na taxa de reabsorcdo tubular de fosfato. Este
parece ser o fator de maior importancia para justificar um aumento sérico dos
niveis de fésforo; entretanto, um aumento da mobilizacdo de fésforo de origem
0ssea e dos tecidos moles também pode contribuir para este acontecimento.

Peterson et al. (1983) nao evidenciaram a ocorréncia de hipercalcemia
em nenhum dos 131 gatos com o diagnéstico confirmado de hipertireoidismo.
Em todos os animais os valores sempre se mantiveram dentro dos limites
normais para a espécie, obtendo-se valores médios de 9,1+0,1 mg/dl. Neste
mesmo estudo 20% dos 131 gatos hipertiredideos apresentaram elevacao
sérica do fosforo, enquanto a maioria desses animais ndo apresentava
azotemia associada. Este fato é importante, segundo os autores, pois a
insuficiéncia renal é capaz de induzir a hiperfosfatemia devido a um decréscimo
da filtracdo glomerular do fosforo circulante.

Avaliando amostras de sangue de 30 gatos com hipertireoidismo, Barber
& Elliot (1996) verificaram que 77% dos animais apresentavam-se com
hiperparatireoidismo associado, sendo este fato considerado de ocorréncia
comum nesta espécie. Em 43% dos gatos havia elevacédo dos niveis de fosforo
sérico (1,83+0,08 nmol/L) e em 27% dos gatos com tireotoxicose havia baixos
valores de célcio ionizado (1,22+0,02 nmol/L) quando comparado com o grupo-
controle. Estas alteragcbes nas concentracdes de calcio e fosforo foram
acompanhadas por aumento significativo do paratorménio intacto em gatos
hipertiredideos (85 + 17,2 pg/mL) quando comparados com normais (11,8 + 1,2

pg/mL). Este fato, segundo os autores, ndo permite explicar o aumento do
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fésforo plasmatico como decorrente de uma elevada taxa de reabsorcdo 6ssea
mediada pelo paratorménio. A vitamina D ativa ou 1,25-dihidroxicolecalciferol
ou calcitriol foi mensurada em oito gatos e trés apresentaram aumento, a
concentracdo média nos gatos hipertiredideos (46,9 * 8,9 pg/mL) néo
apresentou diferenga significativa dos gatos normais. Neste mesmo estudo
observou-se também aumento da fosfatase alcalina total (279 + 29 UI/L). O
PTH néo apresentou correlacao significativa com TT4 e FA. O PTH apresentou
correlacdo significativa com a concentracdo do fosforo, onde 20% da
variabilidade na concentracdo do PTH foi devido as alteracbes do fésforo
plasmatico.

A indugcdo a tireotoxicose em ratas da ragca wistar, ndo alterou a
concentracdo de célcio plasmatico total e ndo foi observada correlacao positiva
com os valores de T4 livre, entretanto observou-se correlacdo positiva dos
valores de fosforo plasmatico e niveis séricos de FT4 (SERAKIDES et al.,
2000). Gouveia et al. (1997) demonstraram que a administracdo exdgena de
doses elevadas de levotiroxina potencializa e agrava a osteopenia decorrente
do processo de hipogonadismo em ratas castradas. Observou-se significativa
diminuicdo da densidade mineral 6ssea na coluna, no fémur e na cauda de
ratos hipertiredideos (KUNG & NG, 1994).

Segundo Beigel et al. (1983), o hipertireoidismo € capaz de influenciar o
metabolismo do célcio aumentando a atividade osteoclastica e proporcionando
aumento da reabsor¢cdo Ossea e, também, promover um decréscimo da
absorcdo do calcio intestinal e hipercalcilria. Entretanto, a maioria dos
pacientes tende a apresentar valores dentro dos padroes de normalidade.

Em humanos com hipertireoidismo os aumentos da FA dssea, da
osteocalcina, do célcio e do fésforo, sdo achados comuns associados ao
aumento do metabolismo ésseo secundario aos efeitos ésseos do T4 (RHONE
et al., 1980). Em contrapartida ndo ha sinais clinicos atribuidos a alteracdes
Osseas associadas com osteoporose nos relatos de hipertireoidismo felino
(THODAY & MOONEY, 1992; BROUSSARD et al., 1995; PETERSON, 1997).
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Marcadores do Metabolismo Osseo

Os o0ssos sao continuamente renovados durante toda a vida, como
resultado dos processos de formacdo e reabsorcdo Osseas realizados por
osteoblastos e osteoclastos, respectivamente (RAISZ, 1999). A formacdo e
reabsorcdo normalmente estdo em equilibrio, contudo, podem ocorrer
alteracdes provocadas pela idade, alteracdes hormonais, atividade fisica ou
doencas musculo-esqueléticas. Em gatos, as doencas musculo-esqueléticas
como o hiperparatireoidismo secundario (BARBER & ELLIOT, 1998),
hipervitaminose A e neoplasia sdo importantes causas de morbidade e
mortalidade. (LEONARD & TILLSON, 2001).

Uma forma de avaliar a atividade osteoblastica ou osteoclastica dos
0Ssos € através da mensuracdo dos marcadores do metabolismo 6sseo. Os
marcadores bioquimicos da remodelacdo Ossea podem ser divididos em
marcadores de formagdo e marcadores de reabsor¢cdo 6ssea (ALLEN, 2003).
Esses marcadores podem ser dosados tanto no sangue como na urina
(DELMAS, 1993). Sao meétodos simples, sensiveis e acurados no
reconhecimento da progressédo de doencas metabdlicas ésseas ou na resposta
a terapia com drogas. Os marcadores do metabolismo dsseo guantificam em
tempo real a atividade de formacdo ou reabsorcdo das células ésseas
enquanto a densitometria mineral e as radiografias O0sseas sdo estaticos
(COLEMAN, 2002). Diferente de biopsias 0sseas repetidas, as mensuracfes
dos marcadores 6sseos séricos ou urinarios ndo interferem no metabolismo
0sseo (ALLEN, 2003).

Os marcadores bioquimicos do remodelamento (turnover) 6sseo séo
enzimas sintetizadas por osteoblastos e osteoclastos, ou compostos organicos
liberados durante a sintese e reabsorcdo da matriz 60ssea (SEIBEL, 2000).
Varios testes bioquimicos foram descritos para a mensuracao da concentracao
sérica ou urinaria dos marcadores do metabolismo 0sseo em humanos
(DELMAS, 2001). Eles podem ser mensurados usando métodos variados,
incluindo a cromatografia liquida, RIE, ensaio radioimunométrico (RIMA),
quimioluminescéncia e ELISA (DELAURIER et al., 2004).

Os marcadores da formacéo 0ssea sdo detectados somente no soro e

os marcadores de reabsorcao 6ssea podem ser detectados no soro ou na urina
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(ALLEN, 2003). Os marcadores da formacédo 0ssea sdo a osteocalcina (OC),
fosfatase alcalina total (FAT), fosfatase alcalina déssea (FAO), peptideo
carboxiterminal do procolageno tipo | (PICP) e peptideo aminoterminal do
procolageno tipo | (PINP) enquanto os marcadores de reabsor¢céo 0ssea séo a
fosfatase acida tartarato resistente (TRAP), o telopeptideo carboxiterminal do
coldgeno tipo | (ICTP), piridinolina (U-PYD), deoxipiridinolina (U-DPD),
hidroxiprolina (U-HYP), por¢cdo aminoterminal do procoldgeno | (U-NTX) e
porcao carboxiterminal do procolageno | (U-CTX) (DELMAS, 2001)

A média dos valores e a variabilidade inter-individual para os
marcadores de formacéo e reabsorcdo sdo varias vezes maiores em jovens do
que em adultos. Os pontos negativos da mensuracdo dos marcadores do
metabolismo 6sseo sdo 0s custos, a baixa especificidade e sensibilidade,
sendo influenciados pela dieta, pelo ciclo circadiano e pela funcéo renal (MORA
et al., 1999).

Existem trabalhos em humanos (DELMAS et al., 1993) em bovinos
(HOLTENIUS & EKELUND, 2005; LIESEGANG et al., 2000), cées (ALLEN et
al., 2000; ALLEN et al., 1998; PHILIPOV et al., 1995), equinos (PRICE et al.,
1995; PRICE et al, 2001), ovinos (JOHNSON et al, 1997), ratos
(CHAVASSIEUX et al., 2001) e suinos (WEILER et al., 1995) correlacionando
os marcadores do metabolismo 6sseo com diversas doencas que provocam
alteracbes Osseas e, também, correlacionando com a densitometria mineral
O0ssea (REMES et al., 2004).

Os marcadores do metabolismo 6sseo sdo utilizados, em humanos, no
diagnéstico definitivo ou no monitoramento de doencas Osseas metabolicas
como osteoporose, hiperparatireoidismo, associados com biopsia 0ssea e/ou
densitometria mineral 6ssea (CHAVASSIEUX et al., 2001). Também podem ser
utilizados no monitoramento da terapia com farmacos e/ou alimentos que
possam alterar o funcionamento das células 6sseas (SEIBEL et al., 1989;
DELMAS et al., 1993; CHRISTGAU et al., 1998).

JA em animais, os marcadores do metabolismo 6sseo podem ser
utilizados em estudos da biologia 6ssea (PRICE et al.,, 1995; ALLEN et al.,
1998), na avaliagcdo da consolidagéo de fraturas (FRANCIS & MILLIS, 2002),
em neoplasia esquelética (GARZOTTO et al.,, 2000), na osteoartrite (FOX &

COOK, 2001), na avaliacdo dos efeitos pré-clinicos das dietas e drogas
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(ALLEN, 2003). Além disso, os marcadores do metabolismo ésseo podem ser
utilizados em estudos de doencas que provocam altera¢des 6sseas.

A sensibilidade e especificidade dos marcadores da formacgédo e da
reabsorcdo Ossea em animais necessitam de comprovacdo. Para esta
comprovacdo sao necessarios trabalhos que correlacionem os valores dos
marcadores do metabolismo com os achados de histomorfometria e com a
densitometria mineral 6ssea (ALLEN et al., 2003). O hipertireoidismo felino,
conforme descrito por COSTA (2002), pode provocar diminuicdo da densidade
mineral 6ssea, entretanto este trabalho ndo correlacionou com os marcadores
do metabolismo ésseo.

Foi realizada recentemente a mensuracdo seérica de marcadores da
formacdo Ossea em cdes de diversas racas (BREUR et al., 2004) e a
mensuracdo na urina e no soro de marcadores da formacdo e reabsorcao
O0ssea em gatos (DELAURIER et al., 2004).

A fosfatase alcalina 6ssea (FAO) € um marcador especifico da formacgéo
0ssea, trata-se de uma enzima produzida somente pelos osteoblastos sendo
essencial para mineralizacdo 0ssea (BREUR et al., 2004). A FAO possui
importante papel na precipitacao de calcio e fésforo entre as fibras colagenas
durante a formacdo O0ssea. Niveis elevados da FAO ocorrem freqientemente
em pacientes portadores de doencas 6sseas, devido ao aumento da atividade
osteoblastica, como osteite deformante, osteomalacia, hiperparatireoidismo,
consolidacdo de fraturas e neoplasias 6sseas primarias ou secundarias
(ALLEN, 2003).

A osteocalcina (OC), proteina acida carboxiglutamico O6ssea, € uma
pequena proteina do colageno de 46 a 52 aminoacidos arranjados em uma
simples cadeia peptidica na matriz extracelular mineralizada do tecido ésseo,
dentina e cementum (GUNDBERG et al., 1984; HAUSCHKA & WIANS, 1989).
Esta proteina € sintetizada somente por osteoblastos e megacaridcitos e €
dependente de vitamina K (THIEDE et al., 1994).

A funcdo da OC no tecido 6sseo ainda ndo esta totalmente elucidada,
embora sua estreita associagdo com a fase mineral, indica algum papel no
processo de mineralizacdo (ALLEN, 2003). A osteocalcina € secretada pelos
osteoblastos maduros no estagio final de diferenciacdo dos osteoblastos,

durante o periodo da mineralizacdo da matriz extracelular. A fracdo de OC
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recém sintetizada € liberada na circulagdo, podendo ser medida por
radioimunoensaio. A OC tem mostrado seguir um padréo circadiano e refletir a
formacdo 6ssea. A quantidade de osteocalcina que entra na circulacao
sanglinea depende da taxa de secrecdo individual dos osteoblastos e do
namero de osteoblastos que secretam a proteina (NIELSEN, 1994).

Cerca de 90% da matriz 6ssea é colageno tipo I. O coladgeno tipo | é
composto por moléculas de ligacdo do colageno tipo |, moléculas interligadoras
das regies aminoterminal e carboxiterminal do colageno tipo | e uma estrutura
piridinolinica (ALLEN, 2003).

Os proés peptideos do colageno tipo | sdo outros marcadores da
formacdo Ossea (ALLEN, 2003). A sintese de colageno tipo | pelos
osteoblastos representa o estagio inicial da formacédo do osso. O colageno tipo
| é sintetizado como uma grande molécula de pro-colageno, secretada dentro
dos espacos extracelulares e depois quebrada por proteases que liberam
peptideos (fragmentos) do pré-colageno. (EBELING et al.,, 1992). Os
fragmentos do pro-colageno produzidos durante o processo de maturagdo do
colageno séo liberados para a circulacdo e também podem ser dosados por
testes especificos, representando a formacédo 6ssea na saude ou na doenca
(DELMAS, 1993).

Os fragmentos do pro-colageno sdo os peptideos carboxiterminal do
procolageno tipo | (PICP) e aminoterminal do procolageno tipo | (PINP). Esses
marcadores 0sseos podem ser usados como indices da formacdo 6ssea em
doencas 6sseas metabdlicas com a osteoporose (EBELING et al., 1992). Esses
fragmentos produzidos pelos osteoblastos sédo os marcadores de formacgao
O0ssea clinicamente mais sensiveis e especificos (SWAMINATHAN, 2001).
Comercialmente estao disponiveis kits de RIE e ELISA para mensuracao sérica
do PICP e do PINP em humanos, havendo reacédo cruzada com o soro de
animais (ALLEN, 2003).

O PICP é uma das porcdes terminais da molécula de pré-colageno,
liberado na circulacdo sanglinea durante a sintese do colageno tipo I. Em
varias situagdes, demonstrou-se a relacdo entre os niveis sanguineos de PICP
e a taxa de formacdo O6ssea (MELKKO et al., 1990; PARFITT et al., 1987) e
varios estudos descrevem a utilidade desse peptideo como marcador

bioquimico da formacdo Ossea durante o crescimento normal e em diversas
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doencas que apresentam alteracdo do metabolismo 6sseo (TRIVEDI et al.,
1991; ERIKSEN et al., 1993).

Convém lembrar que esses marcadores procedem de diferentes fases
do processo de formacdo Ossea e, portanto, as alteracbfes nos seus niveis
podem depender de mecanismos diferentes, dependendo da fisiopatologia de
cada doenca. Para a determinacdo do PICP, esta disponivel um kit comercial
de RIE que utiliza anticorpos policlonais (MELKKO et al., 1990).

O PINP também é liberado na circulagdo sanguinea durante o processo
de sintese de matriz 6ssea. Uma pequena porcdo desse fragmento terminal
pode ser incorporada durante a formacdo da matriz 6ssea e liberada,
posteriormente, durante a sua degradacdo. No entanto, estudos comparativos
revelam que os niveis de PINP apresentam uma boa correlacdo com o0s niveis
de PICP. O PINP também pode ser mensurado por RIE (LINKHART et al.,
1993).

Os kits utilizados em humanos para a mensuracdo sérica do PINP como
do PICP n&o demonstraram reagao cruzada com o soro canino (ALLEN et al.,
2005). Até o momento ndo ha descricdo da utilizacdo destes kits em gatos.

No tecido désseo, as moléculas de colageno estdo unidas por trés
residuos do aminoécido hidroxilisina, lisina ou seus derivados, de maneira que
cada duas moléculas de colageno estdo unidas entre si por uma estrutura
ciclica fluorescente chamada piridinolina. Os telopeptideos (extremidades da
cadeia protéica) carboxiterminal e aminoterminal do colageno tipo I, cujas
cadeias protéicas estdo unidas entre si pela estrutura piridinolinica, séo
liberados durante a degradacdo do colageno tipo | (RISTELI et al., 1993),
dando origem ao telopeptideo carboxiterminal do colageno tipo | (CTX ou ICTP)
e ao telopeptideo aminoterminal do colageno tipo | (NTX).

O CTX e 0 NTX podem ser mensurados tanto no soro como na urina,
enquanto que o ICTP somente no soro (DELMAS et al., 2000) e possui a
vantagem de néo ser afetado pela depuracédo renal (RISTELI et al., 1993).
Demonstrou-se, in vivo e in vitro, uma correlacao significativa entre os niveis do
ICTP e a taxa de degradacdo da matriz 6ssea por meio de histomorfometria
(ERIKSEN et al., 1993). Atualmente, dispde-se de um RIE policlonal (RISTELI

et al., 1993) para a determinacéo do ICTP no soro e na urina, respectivamente.
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Allen et al. (1998) observaram reacdo cruzada entre o kit humano e soro
canino, portanto pode ser usado nesta espécie.

Piridinolina (PYD) e deoxipiridinolina (DPD) também sdo produtos do
metabolismo do telopeptideo amino e carboxiterminal do colageno tipo I,
liberados durante a reabsorcdo 0ssea, e encontrados na urina na forma livre
e/ou ligado (ROBINS, 1995). A DPD é um dos mais sensiveis marcadores de
reabsorcdo 0ssea, pois ndo esta presente no colageno tipo | da pele (ALEEN,
2003). A fosfatase acida tartarato-resistente sérica (TRAP) € uma enzima
liberada pelos osteoclastos, mas também é derivada de eritrécitos. Seu uso
tem sido limitado por se tratar de uma enzima ndo estavel no soro, mesmo
quando congelada. No momento, os melhores marcadores da reabsorcéo
0ssea sdo a DPD e o ICTP (CHRISTGAU et al., 1998; SWAMINATHAN, 2001).

Véarios fatores como a idade, sexo, exercicio, ritmo circadiano de
secrecdo, variacdo individual e doencas sistémicas influenciam nas

concentragcfes dos marcadores do metabolismo 6sseo (WATS, 1999).

Existem na literatura dados da mensuracdo dos marcadores do
metabolismo 6sseo em gatos normais (DELAURIER et al., 2004) ou com
hipertireoidismo (HORNEY et al., 1995; ARCHER & TAYLOR, 1996).

O hipertireoidismo é uma causa bem conhecida de alteragcdo do
metabolismo ésseo, caracterizado por aumento na atividade osteoblastica e
osteoclastica com predominio da reabsorcéo 6ssea e resultando em diminuicéo
na massa 0ssea (MOSEKILDE et al., 1990).

O uso dos marcadores do metabolismo 6sseo pode ser particularmente
interessante nas investigaces das alteracfes 6sseas associadas com doenca
da tiredide. A mensuracdo da fosfatase alcalina 6ssea € um teste especifico e
sensivel na avaliacdo do metabolismo 6sseo no hipertireoidismo (GARNERO et
al., 1993). A osteocalcina, um marcador especifico e sensivel da formacgéo
O0ssea, aumenta no hipertireoidismo em humanos, correlacionando-se
positivamente com o grau da hiperatividade da tiredide e negativamente com
as alteracdes na densidade mineral 6ssea (LEE et al., 1990). Os horménios
tireoidianos estimulam diretamente os osteoblastos a secretarem osteocalcina

(RIZZOLI et al., 1990). Estudos hemodinadmicos e histomorfométricos por outro
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lado demonstraram que a reabsorcdo Ossea esta aumentada no
hipertireoidismo (MOSEKILDE et al., 1977).

O aumento da FAO foi descrita em gatos hipertiredideos por diversos
autores sendo também um achado frequente no hipertireoidismo felino
(ARCHER & TAYLOR, 1996; BARBER & ELLIOTT, 1996; HORNEY et al.,
1995). Nenhum dos trabalhos apresentou correlacdo positiva com o aumento
da TT4, diferentemente do que ocorre em humanos. Esses resultados sugerem
que a tireotoxicose em gatos pode desencadear alteracdes nos 0ssos dos
animais com hipertireoidismo. Em ratas com hipertireoidismo experimental ndo
foi observada correlacéo positiva entre FT4 e a fosfatase alcalina, além de ter
ocorrido decréscimo nos niveis da FA (SERAKIDES et al., 2000), contrariando
0s resultados encontrados em humanos com hipertireoidismo (AUWERX &
BOUVILLON, 1986).

Em humanos com hipertireoidismo os aumentos da FA d&ssea, da
osteocalcina, do calcio e do fosforo sdo achados comuns associados ao
aumento do metabolismo ésseo secundario aos efeitos 6ésseos do T4 (RHONE
et al., 1980). Em contrapartida, ndo ha sinais clinicos atribuidos a alteracdes
Osseas associadas com osteoporose nos relatos de hipertireoidismo felino
(THODAY & MOONEY, 1992; BROUSSARD et al., 1995; PETERSON, 1997).

Archer & Taylor (1996) estudando 36 gatos hipertire6ideos mensuraram
a osteocalcina por radioimunoensaio, 44% dos gatos tinham aumento (0,32+0,3
ng/mL) da osteocalcina quando comparado com o grupo controle (0 a 0,25
ng/mL), mas ndo havia diferenca significativa entre os grupos. No mesmo
trabalho observou-se correlagéo linear inversa entre FA e a osteocalcina, sem
diferenca significativa. Em geral, ha correlagdo entre os niveis séricos de
osteocalcina e os niveis de formacgdo 6ssea observados pela histomorfometria

e também, com outros marcadores do metabolismo 6sseo (JOFFE et al., 1994)
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Densitometria Mineral Ossea

A determinacdo da densidade mineral éssea é um fator fundamental
para a definicdo 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 patologicas
(SCHARLA et al., 1999). Diferentes técnicas densitométricas sao descritas na
medicina veterinaria e humana, visando proporcionar precisdo nos dados e
boas condi¢cdes de trabalho. InUmeros relatos demonstram que a técnica de
densitometria 6ptica em imagens radiograficas € util para avaliacdo da
densidade mineral Gssea, pois se apresenta com alta preciséo, tendo o seu uso
uma importancia destacada (RAHAL et al., 2002; VULCANO et al.,, 1998;
LOUZADA et al., 1997; LOUZADA, 1991).

A densitometria mineral 6ssea, em relacdo a radiografia simples, além
de detectar a osteopenia possui a vantagem de melhorar a identificacdo e
quantificacdo das alteracOes regionais ou sistémicas da densidade mineral
O0ssea (ALLEN et al., 2000), porém poucos centros veterinarios utilizam este
meio diagnostico na pratica clinica. Um dos inconvenientes da densitometria
0ssea € a incapacidade de distinguir se a alteragcdo na densidade mineral
0ssea (DMO) foi provocada por efeitos da formacdo ou da reabsorcdo Ossea.
Ja os marcadores do metabolismo 0sseo mensurados na urina ou soro Sao
especificos para a formacéo ou reabsorcédo 6ssea (ALLEN et al., 2003).

A diminuicdo da densidade mineral 6ssea em humanos hipertiredideos
foi descrita em diversos estudos (ALLAIN & MCGREGOR, 1992). Em ratas com
hipertireoidismo se observou osteopenia (GOUVEIA et al. (1997) e diminuicao
significativa da densidade mineral 6ssea (KUNG & NG, 1994). Em gatos ha
somente um trabalho descrevendo a diminuicdo da densidade mineral 6ssea
secundario ao hipertireoidismo (COSTA, 2002), entretanto este trabalho nao

correlacionou com os marcadores do metabolismo 6sseo.
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Resumo

Os processos de formacgdo e reabsor¢do 6ssea acontecem continuamente no
organismo e uma das maneiras de avaliar as alteracdes nestes processos é
através da mensuracdo dos marcadores do metabolismo 6sseo no soro ou na
urina. A osteocalcina € um produto especifico, produzido pelos osteoblastos
durante a fase de mineralizacdo 6ssea e € usada como marcador bioquimico
da formacao éssea. O telopeptideo carboxiterminal do colageno tipo | (ICTP) é
liberado durante a degradacdo do colageno tipo I, portanto € um marcador
bioquimico da reabsorcdo 6ssea. O objetivo deste estudo foi de mensurar em
gatos adultos jovens a OC, peptideo aminoterminal do procolageno tipo |
(PINP) e ICTP e a densitometria mineral 0ssea e avaliar a correlacdo entre
eles, bem como indicar os valores de referéncia para gatos com idade entre 1 e
3 anos. Neste estudo foram utilizados 14 gatos sem raca definida, nove fémeas
e cinco machos, ndo castrados, com idade entre 1 e 3 anos. A concentracéo
sérica da OC mensurada por ensaio radioimunométrico e do ICTP mensurado
por radioimunoensaio foram, respectivamente, 0,15 + 0,03 ng/mL e 8,59 + 5,78
ng/mL. A média (+ DP) da DMO apresentada foi 1,40 £ 0,23 mmAl. Os
marcadores do metabolismo 0sseo apresentaram baixa correlagdo entre si e
com a DMO. Este estudo conclui que kits para mensuracdo da osteocalcina e
do ICTP de humanos podem ser usados em gatos com o objetivo de avaliar as
alteracdes no remodelamento 6sseo, enquanto o kit para avaliacdo do PINP de
humanos nao deve ser utilizado nestes animais.

Palavras-chave: marcadores, metabolismo, 6sseo, gatos

Abstract

Bone formation and reasorption are continuous processes in the organism and
measuring serum or urinary markers of the bone metabolism is one way to
evaluate possible alterations of these processes. Osteocalcin (OC) is a specific
hormone produced by osteoblasts during the bone mineralization phase and
may be used as biochemical marker of bone formation. The carboxi-terminal
telopeptide of collagen type | (ICTP) is released during the collagen type |
degradation, and therefore may be used as biochemical marker of bone



37

reasorption. The objective of this study was to measure the OC, amino-terminal
propeptides of procolageno type | (PINP) and ICTP and the bone mineral
density in young adult cats and to evaluate the correlation between them, as
well as to establish the reference intervals for cats between 1 and 3 years of
age. Fourteen intact shorthair cats, nine females and five males, between 1 and
3 years of age, were used in this study. Serum concentrations of OC and ICTP
were measured by immunoradiometric and radioimmunoassay and found to be
0.15 £ 0.03 ng/mL and 8.59 + 5.78 ng/mL, respectively. DMO concentrations
were 1.40 £ 0.23 mmAl. Markers of bone metabolism showed low positive
correlation with  DMO. In conclusion, kits designed for OC and ICTP
measurements in human beings may be used in cats to evaluate bone
remodeling alterations. However, the kit for human PINP did not work on our
study and therefore should not be used for feline bone evaluation.

Keywords: markers, metabolism, bone, cats
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Marcadores séricos do metabolismo 6sseo em gatos

Introducao

Nos ultimos anos varios avancos foram alcancados no diagndstico de
doencas esqueléticas. Estes avancos foram obtidos com o uso da tomografia
computadorizada, cintilografia nuclear, ressonancia magnética e radiografia de
dupla energia, entretanto estas técnicas estdo disponiveis somente em alguns
centros veterinarios de referéncia (Allen et al 1998).

Uma alternativa a estes métodos é a mensuracdo dos marcadores do
metabolismo &ésseo, pois eles quantificam em tempo real a atividade de
formacao ou reabsor¢cdo das células 6sseas, enquanto a densitometria mineral
e as radiografias 0sseas nao o fazem em tempo real (Coleman 2002). Diferente
de biopsias 0sseas repetidas, mensuracdes dos marcadores 6sseos Séricos ou
urinarios nao interferem no metabolismo 6sseo (Allen 2003). Os marcadores
bioquimicos da remodelacdo 6ssea podem ser divididos em marcadores de
formacdo e marcadores de reabsorcdo O0ssea. Esses marcadores podem ser
dosados tanto no sangue como na urina (Delmas 1993).

Os marcadores bioquimicos do remodelamento (turnover) 6sseo séo
enzimas sintetizadas por osteoblastos e osteoclastos, ou compostos organicos
liberados durante a sintese e reabsorcdo da matriz éssea (Seibel 2000). O
objetivo da mensuracdo dos marcadores do metabolismo 6sseo € a correlacéo
das concentracdes séricas ou urinadrias com a atividade dos osteoblastos
(formacéo) e dos osteoclastos (reabsorcao) (Allen 2003).

Os marcadores da formacéo 0ssea sdo detectados somente no soro e
0os marcadores de reabsorcao 6ssea podem ser detectados no soro ou na urina
(Allen 2003). Os marcadores da formagcdo 6ssea sdo osteocalcina (OC),
fosfatase alcalina total (FAT), fosfatase alcalina 6ssea (FAO), peptideo
carboxiterminal do procolageno tipo | (PICP) e peptideo aminoterminal do
procolageno tipo | (PINP) enquanto os marcadores de reabsorcdo 0ssea sao
fosfatase &cida tartarato resistente (TRAP) e telopeptideo carboxiterminal do
colageno tipo | (ICTP), piridinolina (U-PYD), deoxipiridinolina (U-DPD),
hidroxiprolina (U-HYP), porcdo aminoterminal do procolageno | (U-NTX) e

porcao carboxiterminal do procolageno | (U-CTX) (Delmas 2001).
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A sensibilidade e especificidade dos marcadores da formacédo e da
reabsorcdo Ossea em animais necessitam de comprovacdo. Para esta
comprovagdo sdo necessarios trabalhos que correlacionem os valores dos
marcadores do metabolismo com os achados da histomorfometria e com a
densitometria mineral 6ssea. O hipertireoidismo felino, conforme descrito por
COSTA (2002), pode provocar diminuicdo da densidade mineral 0ssea,
entretanto este trabalho ndo correlacionou com os marcadores do metabolismo
0sseo.

Foi realizada recentemente a mensuracdo na urina e no soro de
marcadores da formacdao e reabsorcdo 6ssea em gatos (Delaurier et al 2004).

A osteocalcina (OC), proteina acida carboxiglutamico Ossea, € uma
pequena proteina do colageno de 46 a 52 aminoacidos arranjados em uma
simples cadeia peptidica na matriz extracelular mineralizada do tecido ésseo,
dentina e cementum (Gundberg et al 1984, Hauschka and Wians 1989). Esta
proteina é sintetizada somente por osteoblastos e megacariocitos e €
dependente de vitamina K (Thiede et al 1994). Mesmo a osteocalcina sendo
uma abundante proteina 0ssea nao colagena, o seu papel na formacao 0ssea
€ pouco conhecido (Price et al 1981), porém se sabe que os niveis séricos OC
refletem acuradamente a atividade sintética dos osteoblastos e em geral se
observa correlacdo entre seus niveis séricos e a formacédo 6ssea mensurados
pela histomorfometria (Eastell et al 1988).

Os proés peptideos do colageno tipo | sdo outros marcadores da
formacao Ossea (Allen 2003). A sintese de colageno tipo | pelos osteoblastos
representa o0 estagio inicial da formacdo do osso. O colageno tipo | é
sintetizado como uma grande molécula de pro-colageno, secretada dentro dos
espacos extracelulares e depois quebrada por proteases que liberam peptideos
(fragmentos) do pro-colageno. (Ebeling et al 1992). Os fragmentos do proé-
coldgeno produzidos durante o processo de maturacdo do colageno séao
liberados para a circulacdo e também podem ser dosados por testes
especificos, representando a formacao éssea na saude ou na doenca (Delmas
1993). Os fragmentos do pré-colageno sdo os peptideos carboxiterminal do
procolageno tipo | (PICP) e aminoterminal do procolageno tipo | (PINP).

O telopeptideo carboxiterminal do colageno tipo | (ICTP) € liberado

durante a degradacdo do colageno tipo | (Ristelli et al 1993). O ICTP é
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mensurado somente no soro (Delmas et al 2000) e possui a vantagem de nao
ser afetado pela depuracéo renal (Ristelli et al 1993). Demonstrou-se, in vivo e
in vitro, uma correlacdo significativa entre os niveis do ICTP e a taxa de
degradacéo da matriz 6ssea por meio de histomorfometria (Eriksen et al 1993).

A determinacdo da densidade mineral 6ssea € 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 patoldgicas
(Scharla et al 1999). Inumeros relatos demonstram que a técnica de
densitometria 6ptica em imagens radiograficas € util para avaliacdo da
densidade mineral éssea em animais, pois se apresenta com alta preciséo,
tendo o seu uso uma importancia destacada (Louzada et al 1997, Vulcano et al
1998, Rahal et al 2002).

A densitometria mineral 6ssea, em relacdo a radiografia simples, além
de detectar a osteopenia possui a vantagem de melhorar a identificacdo e a
quantificacdo das alteragOes regionais ou sistémicas da densidade mineral
ossea (Allen et al 2000), porém poucos centros veterinarios utilizam este meio
diagnéstico na pratica clinica. Um dos inconvenientes da densitometria 0ssea é
a incapacidade de distinguir se a alteracdo na densidade mineral 6ssea (DMO)
foi provocada por efeitos da formagdo ou da reabsorcdo Ossea. J& o0s
marcadores do metabolismo 6sseo mensurados na urina ou soro S&o
especificos para a formacéo ou reabsorcéo 6ssea (Allen et al 2003).

O objetivo deste estudo foi avaliar a relagao entre a osteocalcina, PINP e
ICTP e a densitometria mineral 6ssea, em gatos adultos jovens e indicar os

valores de referéncia para gatos com idade entre um e trés anos.

Material e Métodos

Foram utilizados quatorze gatos sem racga definida, nove fémeas e cinco
machos, ndo castrados, com idade entre um e trés anos. O estudo esta de
acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal (COBEA) e foi
aprovada pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da FMVZ-
UNESP, Botucatu, SP.
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Os animais foram mantidos em jaulas individuais de ferro esmaltado,
alimentados com ragdo seca comercial e 4gua a vontade. Os animais eram
vacinados, vermifugados e livres de ectoparasitas.

As colheitas de sangue, para obtenc&o do soro foram realizadas entre 9
e 10 horas da manha, para minimizar a variacao (Liesegang et al 1999).

Colheita das amostras

As amostras de sangue foram obtidas da veia jugular dentro de tubos
contendo gel ativador de coagulo. Os tubos foram centrifugados a 2000g por 10
minutos em menos de uma hora pos a colheita. Apds a separacédo do soro as
amostras foram aliguotadas em cinco frascos de 1,2 mL e congeladas em
freezer a -70°C até o momento da realizacdo dos testes.

Mensuracéo do PINP, do ICTP e da osteocalcina

A mensuracdo das concentracfes sericas de PINP (Procollagen PINP,
Orion Dagnostica, Espoo, Finlandia) e do ICTP (ICTP, Orion Dagnostica,
Espoo, Finlandia) foram realizadas utilizando-se kit humano comercial. A
mensuracdo das concentracfes séricas de osteocalcina foi realizada usando-
se kit humano comercial para o teste RIMA (Osteocalcina, DSL, Texas, USA).
Os protocolos recomendados pelos fabricantes para a realizacdo das
mensuragdes ndo foram alterados. Todas as amostras foram mensuradas em
duplicata e as concentracdes foram calculadas pela média da mensuracao das
amostras em duplicata. As amostras em duplicata com coeficiente de variacédo
maior que 15% foram excluidas da analise deste estudo. O teste detecta
concentracdo de PINP de humanos entre 0-250 ng/ml, com sensibilidade
minima descrita € de 2 ng/ml. O teste detecta concentracdo de ICTP de
humanos entre 0-50 pg/l, com sensibilidade minima descrita € de 0,4 ug/l. O
teste detecta concentracao de osteocalcina de humanos entre 0-60 pug/ml, com
sensibilidade minima descrita € de 0,3 ng/ml.

Coeficiente de Variacao

A média, o desvio padrdo e o coeficiente de variacdo (CV) da
mensuragao em duplicata das amostras foram usados para a determinacéo da
precisdo intra-ensaio dos marcadores do metabolismo 0sseo séricos. Para a
determinacdo da precisdo foram feitos "pool” (n=16) de cada momento. Cada
"pool” foi testado seis vezes dentro do mesmo teste. A média, o desvio padréo

e o CV foram determinados para cada "pool" e a média do CV dos momentos
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foi definido como a precisdo inter-ensaio dos marcadores do metabolismo
0Sseo sericos.

Densitometria Mineral Ossea

A avaliacdo da densidade mineral 6ssea (DMO) da extremidade distal do
radio direito foi realizada pela técnica de densitometria Optica em imagens
radiogréaficas, conforme descrito na literatura (Vulcano et al 1998, Rahal et al
2002), em quatro momentos. Para melhor andlise sequiencial dos valores
densitométricos, padronizou-se a selecdo da regido da metafise localizada
5mm acima da cicatriz epifisaria.

Andlise Estatistica

A andlise estatistica das variaveis ao longo dos diferentes momentos foi
realizada considerando-se a técnica de analise de variancia para medidas
repetidas, teste de Fisher e teste de Tukey. Para a interpretacdo das letras,
deve-se considerar que duas médias 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

correlacéo linear de Pearson.

Resultados

Os resultados das concentracbes séricas da osteocalcina e do ICTP
séricos, além da DMO esté&o descritos na Tabela 1.

Concentracdo sérica de PINP: ndo conservou a capacidade de
deteccdo entre o kit humano para PINP e o soro felino. A realizagdo do teste
seguiu todas as orientacdes recomendadas pelo fabricante.

Concentracao sérica de OC: o kit de OC conservou a capacidade de
deteccdo nas amostras felinas e todos os valores estavam dentro da margem
de deteccdo do kit, sem a necessidade de diluicho das amostras. As
concentragfes séricas da OC variaram de 0,12 a 0,19 ng/mL.

Concentracao sérica de ICTP: o kit de ICTP conservou a capacidade
de deteccdo nas amostras felinas e todos os valores estavam dentro da
margem de deteccdo do kit, sem a necessidade de diluicdo das amostras. As
concentragdes séricas do ICTP variaram de 1,51 a 9,92 ng/mL.

N&o foi observada diferenca estatistica entre os quatro momentos do

estudo.
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Densidade mineral 6ssea: os valores da DMO variaram de 1,03 a 1,68
mmaAl.

Correlacdo entre as variaveis estudadas: as correlagbes entre as
diversas variaveis estudadas estdo dispostas na Tabela 2. Os marcadores do
metabolismo 0sseo apresentaram baixa correlacdo com a DMO. Foi observada
baixa correlagéo negativa entre a OC e o ICTP.

Coeficiente de Variagéo: o coeficiente de variagdo (CV) das amostras
medidas em duplicatas foi usado para a determinacao da precisao intra-ensaio.
O CV para OC e ICTP foram, respectivamente, 8,13 e 4,96. O CV do "pool” de
amostras da OC e do ICTP foram, respectivamente, 10,99 e 3,65 e foram

definidas como a preciséo inter-ensaio para cada ensaio.

Discusséo

Embora haja descricbes da mensuracdo dos marcadores do
metabolismo 6sseo em gatos (Archer and Taylor 1996, Delaurier et al 2004;), é
a primeira vez e que se correlaciona marcadores do metabolismo 6ésseo com a
densitometria mineral 0ssea nesta espécie. Além de apresentar os valores
séricos da osteocalcina em gatos adultos jovens normais, foi buscado
identificar se os kits comerciais para testes do ICTP e PINP em humanos
podem ser usados em gatos.

Os resultados da OC sérica sdo semelhantes aos descritos por Archer
and Taylor (1996), porém com uma variacdo menor. Estes mesmo autores
verificaram que a OC variou de 0 a 0,25 ng/mL valores superiores aos obtidos
neste estudo. Também é importante salientar que a idade dos animais variou
de trés a 18 anos, enquanto que no presente estudo a idade dos gatos variou
de um a trés anos. Em cées com idade entre um e dois anos e entre trés e sete
anos foi encontrada concentracdo sérica de osteocalcina de 13,62 ng/mL e 4,9
ng/mL, respectivamente (Allen et al 1998), estes valores sdo muito superiores
aos descritos em gatos. Uma das raz0es para este fato provavelmente seja
decorrente do fim do crescimento do esqueleto que em gatos ocorre em torno
dos nove meses de idades, visto que esta é a idade que ocorre o fechamento
completo das placas de crescimento (Delaurier et al 2004), mas segundo estes
mesmos autores a maturidade do esqueleto de gatos acontece por volta dos

dois anos, época em que ocorre reducdo dos marcadores da formacéo Ossea.
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Para comprovar esta hipétese é necessario um estudo dos marcadores 6sseos
em gatos com idade inferior a doze meses o que nao foi realizado neste
estudo. Outro fator que deve ser ressaltado € o fato da mensuragcdo da OC em
caes ter utilizado kit especifico para caes, enquanto que nos gatos se utilizou
kit para osteocalcina humana.

A conservacgédo da capacidade de detec¢do dos kits € um ponto critico da
mensuracdo dos produtos da degradacdo do coldgeno. Ja foi descrita reacdo
cruzada entre o soro de equinos e testes para PICP e ICTP de humanos (Price
et al 1995) e entre soro canino e teste de ICTP humano (Philipov et al 1995,
Allen et al 1998). Os resultados deste estudo confRIMAmM que o kit de ICTP
humano pode ser usado para a mensuragdo sérica do ICTP em gatos. Visto
que foi descrito reacdo cruzada entre o soro e urina de gatos e os kits de
humanos para a mensuracdo dos marcadores do metabolismo 0sseo na urina
e no soro (Delaurier et al 2004).

N&o se observou reacdo cruzada entre o kit para mensuracdo do PINP
em humanos, o0 mesmo ja havia sido descrito em cades (Allen et al 1998).

Até a realizacdo desde estudo ndo haviam dados descrevendo os
valores do ICTP sérico em gatos mensurados por radioimunoensaio. J& foi
descrito a mensuracdo do ICTP sérico utilizando outros métodos como ELISA
(Deularier 2004), portanto, a comparagao entre os resultados aqui encontrados
e 0s obtidos por estes autores ndo foi possivel. Os gatos estudados
apresentaram concentracdo sérica de ICTP semelhante aos cdes com idades
semelhantes (Allen et al 1998, Breuer et al 2004). Em cées com idade entre um
e dois anos os valores médios descritos foram 8,7 ng/mL (3,8 a 13,6 ng/mL) e
7,2 ng/mL (1,0 a 13,3 ng/mL) em cées com idade entre trés e sete anos (Allen
et al 1998). Em cades da raca pomeranea com idade entre um e sete anos
(média 3,9 anos) as concentracdo média do ICTP sérico foi 7,78 ng/mL (2,9 a
18,2 ng/mL) (Breuer et al 2004).

Diferentemente do descrito em cées por Allen et al. (1998), foi observada
baixa correlacdo negativa entre a OC e o ICTP, porém era esperado que
houvesse correlacdo entre os marcadores de formacdo e reabsor¢cdo Ossea
visto que isto j& foi demonstrado em gatos (Delaurier et al 2004), em céaes
(Allen et al 2000) e em equinos (Price et al 1995). Segundo Delaurier et al

(2004) esta boa correlacdo indica que em gatos sadios com o esqueleto maturo
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o processo de formacdo e reabsorcfes Osseas poderdo estar intimamente
associadas. Em cdes com esqueleto imaturo a absorcdo e reabsorcdo 0ssea
nao estao associadas (Allen et al 2000) e isto pode ter contribuido com a baixa
correlacdo neste estudo. Entretanto, € importante salientar que nenhum estudo
em gatos correlacionou a OC com ICTP e, portanto o comportamento destes
marcadores nos felinos pode ser diferente.

Também nado foi observada boa correlagdo entre a DMO e os
marcadores da formacdo e reabsorcdo 0ssea. Provavelmente isto decorre do
equilibrio que existe entre a formacdo e a reabsorcdo 0ssea em animais
adultos por acdo combinada dos osteoblastos e osteoclastos (Frost 1992);
porém se houvesse um predominio do processo de formacao era esperado que
houvesse correlagcdo entre a OC e a DMO, pois, em geral se observa
correlacédo entre os niveis séricos da OC e a formacédo 0ssea mensurados pela
histomorfometria (Eastell et al 1988) e entre os niveis séricos do ICTP e
reabsorcdo 0ssea, 0 que também pode ser comprovado pelo histomorfometria
de biopsia 6ssea (Eriksen et al 1993).

A razdo da baixa correlacdo entre a OC e o ICTP e entre eles e a
densitometria mineral éssea nao pode ser esclarecida neste estudo. Um fator
que pode ter contribuido € o nimero de animais do estudo. Além disso, os
marcadores do metabolismo Osseo possuem uma grande variabilidade
biolégica decorrentes da idade, sexo, raca, dieta, exercicio e alteracbes
circadianas (Watts 1999). Deve ser ressaltado que ndo sdo conhecidas as
influéncias destas varidveis na concentracdo dos marcadores da formacgéo e
reabsor¢cdo Ossea em felinos, sendo necessarios mais estudos com esta
finalidade.

Nesta pesquisa, foram adotadas medidas para minimizar estas
alteragcbes como a realizacdo da colheita de sangue no mesmo horario,
adaptacdo dos animais a mesma dieta e aos mesmos cuidados gerais. Em
humanos suspeita-se que a correlacdo entre a osteocalcina e a densidade
mineral 60ssea aumenta com a idade (Remes et al 2004). Fato semelhante
também pode ocorrer em gatos, para a comprovacao desta hipotese sao
necessarias mais pesquisas em gatos de todas as idades.

E importante salientar que a densitometria mineral 6ssea é uma técnica

padrdo-ouro de avaliacdo da atividade das células 6sseas (Delaurier et al 2004)
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e a OC e a ICTP apresentou baixa correlacdo. Estes resultados sugerem que a
OC e o ICTP n&o devem ser utilizados isoladamente para avaliar o
remodelamento 6sseo em gatos por ndo terem apresentado boa correlacdo
com DMO. Sao necessarios mais estudos utilizando outros marcadores do
metabolismo 6sseo e correlacionando com a DMO e também com os achados

histomorfométricos, antes da utilizacao clinica do ICTP e da OC.

Conclusbes

Este estudo conclui que kits para mensuracdo da osteocalcina e do
ICTP, por RIE, em humanos podem ser usados em gatos com o objetivo de
avaliar as alterac6es no remodelamento 6sseo, enquanto o kit para avaliagdo
do PINP em humanos nao deve ser utilizado em gatos sadios. Conclui-se
também que a OC e o ICTP em gatos com idade entre 1 e 3 anos nao
apresentam correlacdo entre si, bem como com a DMO. A mensuracdo sérica
dos marcadores da formacdo Ossea (OC) ou da reabsorcdo 6ssea (ICTP)
representa um meio simples e nao invasivo de avaliagdo do metabolismo
0sseo. S&0 necessarios mais estudos antes da aplicacdo clinica dos
marcadores do metabolismo 6sseo em gatos, em virtude da baixa correlacdo

entre os marcadores e densidade mineral 6ssea.
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Tabela 1: Concentracdo sérica da osteocalcina (OC) e do telopeptideo
carboxiterminal do colageno tipo | (ICTP), e os valores em milimetros de
aluminio (mmAl) da densidade mineral 6ssea em gatos sadios (n=14).

Média + DP Intervalo
DMO (mmaAl) 1,40 + 0,23 1,03-1,68
OC (ng/mL) 0,15+ 0,03 0,12-0,19
ICTP (ng/mL) 8,59 +5,78 1,51-9,92

Tabela 2. Correlacdo entre os marcadores bioquimicos do metabolismo 6sseo
e densidade mineral 6ssea em gatos sadios (n=14).

DMO oC ICTP
DMO - -0,15 -0,06
oC - - -0,21

ICTP - - -
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Resumo

Os efeitos do hipertireoidismo experimental (150 ug/kg/dia/42 dias) na
homeostase do calcio foram estudados em 14 gatos sem raga definida, com
idade entre um e trés anos. As variaveis estudadas foram tiroxina total (T4),
tiroxina livre (FT4), paratormoénio (PTH), calcio total e ionizado, fosforo e
densidade mineral 6ssea (DMO). Houve uma clara tendéncia de aumento das
concentracbes séricas de PTH intacto a partir do momento inicial (M0O), com
diferenca significativa das concentragdes e as obtidas aos 14 (M1), 28 (M2) e
42 (M3) dias. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre as
concentracdes séricas aos 14, 28 e 42 dias. O calcio ionizado demonstrou uma
diminuicdo significativa de MO para M1 e de M1 para M3. Os hormonios
tireoidianos apresentaram correlagcdo positiva com o PTH e negativa com o
calcio ionizado. Ja a DMO apresentou tendéncia de correlagdo negativa com o
PTH a partir de M2 e com o fésforo somente em M2, com as demais variaveis
nao se observou correlagcdo. Observou-se correlagcdo negativa do PTH com o
calcio ionizado em M1, M2 e M3. Conclui-se que o hipertireoidismo em gatos
adultos jovens sem doencas concomitantes esta associado ao
hiperparatireoidismo secundario devido ao aumento do PTH e diminuicdo do
calcio ionizado. Os efeitos combinados dos horménios tireoidianos e do PTH
contribuiram para a diminui¢cdo da DMO.

Palavras-chave: hipertireoidismo, calcio, fosforo, PTH, gatos

Abstract

The effect of experimental hyperthyroidism (150 ng/kg/day/42 days) on calcium
homeostasis was studied in fourteen shorthairats between one and three years
of age. Total thyroxine (T4), free thyroxine (FT4), parathyroid hormone (PTH),
total and ionized calcium, phosphorus bone mineral density (DMO) were
measured. Serum concentrations of unbroken PTH had a clear trend of
increase from the initial moment, with significant differences from this point to
the 14, 28 and 42 days. However, no significant differences on serum

concentrations were observed among the 14, 28 and 42 days. The ionized
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calcium significantly decreased from MO to M1 and from M1 to M3. Thyroid
hormones positively correlated with PTH and negatively with ionized calcium.
However, DMO only presented a tendency of negative correlation with PTH
from M2 to M3 and with phosphorus only in M2, with no correlation with other
variables. Negative correlation of PTH with calcium ionized was observed in
M1, M2 and M3. In conclusion, hyperthyroidism in young adult cats without
concomitant illnesses is associated to secondary hyperparathyroidism due to
increase on PTH and decrease on ionized calcium. The combined effects of
thyroid hormones and PTH contributed to the reduction of DMO.

Keywords: hyperthyroidism, calcium, phosphorus, PTH, cats
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Introducéo

O hipertireoidismo felino € a doenca enddcrina mais comum de gatos
domeésticos adultos-velhos nos Estados Unidos e Reino Unido (Mooney et al.,
1996a,b; Mooney, 2001). O hipertireoidismo (tireotoxicose) € uma alteracao
clinica multissistémica resultante de excessivas concentracées dos horménios
tireoidianos, tiroxina (T4) e triidotironina (T3). As acdes metabdlicas
multissistémicas provocam alteracbes cardiovasculares, digestorias e
esqueléticas (Peterson et al., 2001).

Tanto o excesso da producdo enddégena dos horménios da tiredide,
como as instituicbes da terapia convencional com levotiroxina podem
proporcionar o aparecimento de sinais clinicos de tireotoxicose (Fallon et al.,
1983; Adlin et al., 1991; Diamond et al., 1991; Cardoso, 2002).

Aumentos da FA Ossea, da osteocalcina, do calcio e do fésforo séo
achados comuns associados ao aumento do metabolismo 6sseo secundario
aos efeitos 6sseos dos hormoénios tireoidianos em humanos (Rhone et al.,
1980) e em gatos (Archer & Taylor, 1996; Barber & Elliot, 1996). A diminuic&do
da densidade mineral 60ssea em humanos hipertiredideos foi descrita em
diversos estudos (Allain & McGregor, 1992), porém em gatos ha somente um
trabalho descrevendo a diminuigdo da densidade mineral 6ssea secundaria ao
hipertireoidismo (Costa, 2002).

A hiperfosfatemia em gatos com hipertireoidismo foi observada em dois
estudos (Peterson et al., 1983; Barber & Elliot, 1996). Em um destes estudos
se identificou a diminuicdo nos valores de calcio ionizado e, associado as
alteragbes do calcio e fosforo, havia também aumento nas concentracdes do
PTH (Barber & Elliot, 1996). Neste mesmo estudo ndo se observou correlacao
significativa entre o PTH e a T4, mas o PTH apresentou correlacao significativa
com a concentragéo do fosforo, onde 20% da variabilidade na concentragdo do
PTH é devido as alteracdes do fosforo plasmaético.

O hipertireoidismo é uma causa bem conhecida de alteracdo do
metabolismo 0sseo, caracterizado por aumento na atividade osteoblastica e
osteoclastica com predominio da reabsor¢do éssea e resultando em diminuigdo
na massa 6ssea (Mosekilde et al., 1990; Garnero et al., 1994). A taxa de

renovacao 0ssea € refletida no sangue e na urina pela alteracdo dos niveis de
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enzimas, minerais e outras substancias envolvidas na deposicdo e reabsorcéo
Osseas. (Fraser et al, 1971).

A tiroxina tende a diminuir a absor¢cdo do calcio intestinal, entretanto os
valores podem estar aumentados devido ao estimulo a ostedlise. O excesso
dos hormdnios tireoidianos exerce um efeito direto sobre o metabolismo 6sseo,
parecendo estimular diretamente a reabsor¢do 0ssea. O aumento da retirada
de calcio do tecido 6sseo induz, de forma compensatéria, a um decréscimo da
secrecdo do PTH, na tentativa de manter os niveis séricos de calcio normais
(Mosekilde & Christensen, 1977; Peterson et al., 1983). Segundo Mosekilde et
al. (1990), a diminuicdo dos niveis séricos do PTH circulante estéo
correlacionados ao aumento na taxa de reabsorgéo tubular de fosfato. Este
parece ser o fator de maior importancia para justificar um aumento sérico dos
niveis de fésforo; entretanto, um aumento da mobilizacdo de fésforo de origem
Ossea e dos tecidos moles também pode contribuir para este acontecimento.
Segundo Beigel et al. (1983), o hipertireoidismo é capaz de influenciar no
metabolismo do calcio aumentando a atividade osteoclastica e proporcionando
aumento da reabsorcdo Ossea e, também, promover um decréscimo da
absorcdo do célcio intestinal e hipercalciuria, entretanto, a maioria dos
pacientes tende a apresentar valores dentro dos padrbes de normalidade.

A determinacdo da densidade mineral 6éssea é um fator fundamental
para a definicdo 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 patologicas
(Scharla et al., 1999). Diferentes técnicas densitométricas sdo descritas na
medicina veterinaria e humana, visando proporcionar precisdo nos dados e
boas condi¢cdes de trabalho. InUmeros relatos demonstram que a técnica de
densitometria Optica em imagens radiograficas € util para avaliagdo da
densidade mineral éssea, pois se apresenta com alta precisdo, tendo o seu uso
uma importancia destacada (Gallo et al., 1996; Louzada et al., 1996; Rahal et
al., 2002).

O objetivo deste estudo foi avaliar a relacdo entre os indicadores do
hiperparatireoidismo (fésforo, célcio ionizado e paratorménio) e a densitometria

mineral 6ssea em gatos com hipertireoidismo experimental.
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Material e Métodos

Foram utilizados 14 gatos sem raca definida, nove fémeas e cinco
machos, ndo castrados, com idade entre um e trés anos. O estudo esta de
acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal (COBEA) e foi
aprovada pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da FMVZ-
UNESP, Botucatu, SP.

Os animais foram mantidos em jaulas individuais de ferro esmaltado,
alimentados com racdo seca comercia e dgua a vontade. Os estudos se
iniciaram apdés um periodo de 15 dias de adaptacdo dos gatos ao ambiente e
manejo. No inicio deste periodo os animais foram vacinados, vermifugados e
estavam livres de ectoparasitas.

A tireotoxicose foi induzida pela administracéo oral, de comprimidos, de
levotiroxina sddica (150ug/kg/dia) durante 42 dias.

Os animais foram avaliados em quatro momentos (M), sendo que o
momento inicial (M0), feito antes da administracdo da levotiroxina sodica,
resultou nos valores basais dos diversos parametros estudados: aos 14 dias
(M1), aos 28 dias (M2) e aos 42 dias (M3). As colheitas de sangue, para
obtencéo do soro foram realizadas entre 9 e 10 horas da manha, cerca de trés
a quatro horas apés a administracdo da levotiroxina sédica, pois é nesse tempo
que ocorre o pico de concentragdo da tiroxina em gatos (Hays et al., 1992).
Além disso, o0 meio da manha é o horério preferivel para a colheita de sangue
para a mensuracdo do PTH em felinos (Barber, 2004) e, este horario, minimiza
a variacdo no padréo de secrec¢do dos marcadores do metabolismo 6sseo.

Colheita das amostras

As amostras de sangue foram colhidas da veia jugular dentro de tubos
contendo gel ativador de coagulo. Os tubos foram centrifugados a 2000g por 10
minutos em menos de uma hora poés-colheita. Apds a separacdo do soro as
amostras foram aliguotadas em cinco frascos de 1,2 mL e congeladas em
freezer a -70°C até o momento da realizacdo dos testes. As amostras para
dosagem do célcio ionizado foram colhidas de sangue arterial dentro de tubos
heparinizados em anaerobiose.

Perfil Bioquimico Sérico
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As mensuracdes seéricas do calcio total e fésforo foram realizadas
utiizando aparelho multicanal automatizado para as analises bioquimicas
(Hitachi 911).

Célcio lonizado

O célcio ionizado foi mensurado utilizando-se aparelho de
hemogasimetria.

Mensuracéo da Tiroxina Total (TT4) e da Tiroxina Livre (FT4)

A mensuragdo das concentracbes séricas da TT4 e FT4 foi realizada
pela técnica de RIE em fase solida, utilizando kit comercial (Coat-Count Total
T4 e Coat-Count Free T4, DPC, Los Angeles, USA). O protocolo recomendado
pelo fabricante para a realizagcdo das mensuragdes néo foi alterado.

Mensuracao do PTH Intacto

A mensuracdo do PTH intacto foi realizada usando-se de kit comercial
para o teste RIMA (PTH Intacto, DSL, Texas, USA). O protocolo recomendado
pelo fabricante para a realizagcdo das mensuracgdes néo foi alterado.

Coeficiente de Variacao

A meédia, o desvio padrdao e o coeficiente de variagcdo (CV) da
mensuracdo em duplicata das amostras foram usados para a determinacdo da
precisao intra-ensaio dos hormonios e dos marcadores do metabolismo 6sseo
séricos. Para a determinacao da precisdo foram feitos "pool" (n=16) de cada
momento. Cada "pool" foi testado seis vezes dentro do mesmo teste. A média,
o desvio padrdo e o CV foram determinados para cada "pool" e a média do CV
dos momentos foi definido como a preciséo inter-ensaio dos hormoénios e dos
marcadores do metabolismo 6sseo séricos.

Densitometria Mineral Ossea

A avaliacdo da densidade mineral 6ssea (DMO) da extremidade distal do
radio direito foi realizada pela técnica de densitometria Optica em imagens
radiograficas, conforme descrito na literatura (Rahal et al., 2002), nos quatro
momentos. Para melhor andlise sequencial dos valores densitométricos,
padronizou-se a selecdo da regido da metafise localizada 5 mm acima da
cicatriz epifisaria. Para cada momento e animal se fez trés radiografias,
realizaram-se trés leituras densitométricas em cada radiografia, totalizando

nove valores de densidade mineral dssea. O valor densitométrico final, para
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cada animal nos diferentes momentos, foi obtido por meio do calculo da média
dos nove valores.

Analise Estatistica

A andlise estatistica das variaveis ao longo dos diferentes momentos foi
realizada considerando-se a técnica de analise de variancia para medidas
repetidas, teste de Fisher e teste de Tukey. Para a interpretacdo das letras,
deve-se considerar que duas médias 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

correlacéo linear de Pearson.

Resultados

Os resultados das concentragcdes sericas dos horménios tireoidianos, do
PTH, do célcio total, do fésforo, calcio ionizado e a DMO estdo descritos na
Tabela 1.

Os kits de TT4, FT4 e PTH intacto conservaram a capacidade de
deteccdo nas amostras felinas e todos os valores estavam dentro da margem
de deteccéo dos kits, sem a necessidade de diluicdo das amostras.

Concentracdo sérica de TT4: Houve uma clara tendéncia de aumento
das concentragfes séricas de TT4 a partir do momento inicial (Tabela 1). Foi
observada diferenca significativa (P < 0,05) na concentracdo de TT4 entre o MO
e 0s demais momentos e entre M1 e M3. Nao houve diferenca significativa
entre M1 e M2 e entre M2 e M3.

Concentracdo seérica de FT4: Houve um aumento marcante das
concentracdes séricas de FT4 a partir do momento inicial (Tabelal). Observou-
se diferenca significativa entre todos os momentos.

Concentragéo sérica de PTH Intacto: Houve uma clara tendéncia de
aumento das concentracdes séricas de PTH intacto a partir do momento inicial
(Tabela 1) e diferenca significativa entre este momento e os demais momentos.
Enquanto que as mensuracdes realizadas aos 14, 28 e 42 dias ndo tiveram
significativa entre si.

Concentragcdo dos minerais sanguineos: o calcio total e o fésforo ndo

apresentaram diferenca significativa entre 0s momentos. Enquanto que o calcio
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ionizado demonstrou uma diminuicéo significativa entre MO e M1 e entre M1 e
M3.

Correlacdo entre as variaveis estudadas: as correlagbes entre as
diversas variaveis estudadas estdo dispostas na Tabela 2. Em MO somente o
calcio total apresentou correlacdo positiva com o PTH. A DMO apresentou
tendéncia de boa correlacdo negativa com o PTH a partir de M2 e com o
fésforo somente em M2, com as demais varidveis ndo se observou correlacao.
Observou-se correlacdo negativa do PTH com o calcio ionizado em M1, M2 e
M3.

Coeficiente de Variagcao

O coeficiente de variacéo (CV) da TT4, FT4 e PTH estdo descritos na
Tabela 3. O CV das amostras medidas em duplicatas foi usado para a
determinacdo da precisao intra-ensaio. A média do CV do "pool" dos quatro

momentos foi definida como a preciséo inter-ensaio para todas as variaveis.

Discusséo

Até 0 momento os autores desconhecem outros estudos realizados em
gatos com hipertireoidismo que correlacionassem as alteracdes na homeostase
do calcio com a densitometria mineral 6ssea. Na presente pesquisa, 0S gatos
com hipertireoidismo tiverem alteracdo significativa na homeostase do célcio.
As variaveis que tiveram alteracdo foram o calcio ionizado e o PTH. Os animais
tiveram aumento significativo nas concentracfes séricas do PTH em M1 em
relacdo a MO e continuo aumento até M3, porém sem diferenca estatistica. E
importante salientar que os valores do PTH sérico na maioria dos gatos
permaneceram dentro dos valores de referéncia (2,9-26,3 pg/mL) (Barber et al.,
1993; Barber & Elliott, 1996), somente um gato apresentou valor, aos 28 dias,
do PTH intacto (28,18 pg/mL) acima dos valores de referéncia. Estes achados
sugerem que o hipertireoidismo pode provocar aumento nas concentragdes do
PTH sérico. Barber & Elliott (1996) encontraram aumento do PTH em 77% dos
gatos com hipertireoidismo espontaneo. O fato de néo ter ocorrido
hiperfosfatemia, provavelmente, contribuiu para baixa elevagdo do PTH, pois
se sabe que niveis elevados de fosforo sdo importantes para a secrecdo do
PTH (Barber & Elliot, 1996).
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O PTH somente apresentou correlacdo positiva com a TT4 em M1,
enquanto a FT4 ndo apresentou em nenhum momento. A correlagdo ocorreu
no mesmo momento em que o PTH apresentou aumento significativo nas
concentracbes em relacdo ao MO, sugerindo que houve influéncia dos
horménios tireoidianos nas concentracdes de PTH. A falta de correlacédo entre
0os hormonios tireoidianos e o PTH em todos os momentos ja era esperado,
tendo em vista que os hormdnios tireoidianos demonstram variagdes periodicas
nas suas secre¢fes e conseqientemente ns suas concentracdes (Broome et
al., 1987). A realizacdo das colheitas sempre no mesmo horario tentou
minimizar um pouco este efeito.

N&o foi observada variagdo significativa do fésforo sérico durante o
estudo e ndo se detectou hiperfosfatemia. Estes achados diferem de outros
estudos com gatos hipertiredideos que apresentavam 21% (Peterson et al.,
1983) e 43% dos animais com hiperfosfatemia (Barber & Elliot, 1996). Sabe-se
gue o aumento do remodelamento 6sseo que ocorre no hipertireoidismo em
humanos geralmente € acompanhado por hipercalcemia e hiperfosfatemia leve
(Mosekilde & Christensen, 1977). A razdo da auséncia da hiperfosfatemia nao
foi determinada neste estudo, visto que ocorreu reabsorcdo Ossea
demonstrada pelos achados densitométricos e isto € uma das fontes da
elevacao do fésforo no hipertireoidismo (Barber & Elliott, 1996). Sabe-se que a
reabsorcdo de fésforo nos tdbulos renais é processo saturavel, onde o
transporte maximo depende da ingestdo dietética, das concentracdes séricas
do PTH e dos hormonios tireoidianos (Cheng et al., 1985). Os hormdnios
tireoidianos atuam diretamente nos tdbulos proximais aumentando a
reabsorcdo de fésforo (Yusufi et al.,, 1985), enquanto que o PTH atua no
aumento da fosfataria (Bernt & Knox, 1980), entretanto, ndo sao conhecidas as
respostas dos gatos a fosfaturia (Barber & Elliott, 1996). Os resultados desta
pesquisa sugerem que os efeitos do PTH na excrecdo do fosforo urinario
tenham sido superiores aos efeitos da TT4 e FT4 na reabsorcao, por iSso nao
ocorreu hiperfosfatemia. Para confRIMAr esta hipotese teria sido necessario a
monitoramento da excre¢do do fésforo, o que néo foi realizado.

No presente estudo os valores do célcio total ndo apresentaram variacdo
significativa entre os momentos, provavelmente por ndo refletirem o status do

calcio 6sseo (Barber, 2004). Ja o calcio ionizado apresentou reducéo
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significativa entre os momentos estudados, mas os valores permaneceram
dentro do limite normal da espécie (1,19 a 1,33 nmol/L). Esta reducéo do calcio
ionizado é semelhante a obtida em outro estudo (Barber & Elliott, 1996),
entretanto estes resultados diferem da hipercalcemia que acompanha o
hipertireoidismo em humanos (Igbal et al., 2003; Mohan et al., 2004).

A reducéo do célcio ionizado também ja foi descrita, no entanto a causa
da hipocalcemia n&o foi comprovada (Barber & Elliott, 1996). A presenca de
correlacao inversa entre o calcio ionizado e o fosfato a partir de M1 sugere que
o fésforo liberado da reabsorcéo Ossea foi suficiente para causar hipocalcemia
sem causar hiperfosfatemia. Os animais apresentaram correlacdo negativa
com o PTH de M1 a M3, sugerindo que queda significativa do célcio ionizado a
partir de M1 contribuiu para o aumento na secre¢cdo do PTH, jA que a
diminuicdo do célcio ionizado é o principal estimulante da secrecdo do PTH
com o objetivo de manter a homeostase do célcio (Barber, 2004). Além disso,
foi demonstrado que a correlacdo inversa entre o PTH e o calcio ionizado
ocorre somente na hipercalcemia ou na hipocalcemia, mas também contribui
para o “set-point” da regulacdo na secrecdo do PTH (Brown, 1983). O calcio
ionizado é responsavel pela mudanca do “set-point” da regulacdo na secrecao
do PTH, mesmo quando a concentracdo de célcio é normal (Barber, 2004).

Neste estudo houve uma diminui¢cdo significativa na DMO em M1 em
comparacdo com MO e um decréscimo gradual dos valores médios da
densidade mineral 6ssea nos demais momentos. A diminuicdo da DMO ou a
osteopenia é frequente em humanos com hipertireoidismo, mas foi pouco
relatada em animais (Kung & Ng, 1994; Gouveia et al., 1997; Costa, 2002). Em
humanos recebendo reposicdo hormonal com levotiroxina se observa
diminuicdo da DMO, sugerindo que o hipertireoidismo subclinico pode acelerar
a perda Ossea (Diamon et al., 1990). Portanto pode-se inferir que 0 mesmo
ocorreu nos gatos estudados com hipertireoidismo clinico.

N&o foi observada boa correlacdo entre a densidade mineral 6ssea da
extremidade distal do radio e os niveis plasmaticos de T4 livre e T4 total em
todos os momentos. As baixas correlagdes dos hormonios tireoidianos com a
DMO sugerem que os efeitos da TT4 e FT4 sobre a reabsorcdo éssea foi
inferiores ao exercido pelo PTH, entretanto se sabe que os horménios

tireoidianos possuem efeitos poderosos nos 0ssos, favorecendo a reabsor¢ao
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0ssea e consequentemente a osteopenia (Fraser et al., 1971; Mosekilde et al.,
1990).

Esperava-se que houvesse correlagdo negativa entre o calcio ionizado e
a DMO, sugerindo a perda de massa 0ssea, mas isto ndo ocorreu. A correlacéo
negativa entre a DMO e as concentracbes séricas de PTH em M2 e M3
sugerem que o PTH contribui para a diminuicdo da DMO. Mesmo com as
concentracdes séricas do PTH permanecendo dentro dos valores de referéncia
(2,9-26,3 pg/mL) (Barber et al., 1993; Barber & Elliott, 1996) observa-se um
aumento fisiolégico em suas concentracdes o que bastou para provocar
reabsorcdo éssea.

Como existem semelhancas nas alteragbes no tecido 0sseo na
tireotoxicose de origem exdégena e endogena em humanos, conforme descrito
em mulheres submetidas a uma reposicdo hormonal excessiva (Kung & Ng,
1994), sugere-se gue O mesmoO possa ocorrer em gatos. Portanto,
possivelmente a perda de massa 6ssea, observada neste estudo, também
ocorrera de forma semelhante no hipertireoidismo felino de origem enddgena.
Em humanos o hipertireoidismo € mais um fator de risco de osteoporose (Jodar
et al., 1997), visto que os hormonios tireoidianos proporcionam uma maior
fragilidade do o0sso e com isso aumenta o risco de fraturas patoldgicas
decorrentes da osteoporose (Jédar et al., 1997; Scharla et al., 1999). Nos gatos
utilizados nesta pesquisa, esse fator agravante ndo ocorreu durante o periodo
experimental, acredita-se que se o mesmo fosse prolongado as fraturas
patolégicas poderiam vir a acontecer.

O hiperparatireoidismo secundério ao hipertireoidismo em felinos pode
ter implicagbes nos 0ssos longos, mas isto ndo foi comprovado nesta pesquisa.
Provavelmente, as alteracdes nos 0ssos longos ocorram na doenca crénica ou
também sofra influéncia de fatores extra tireoidianos. Portanto, ha necessidade
de outros estudos e mais prolongados para compreender os efeitos do
hipertireoidismo felino na homeostase do calcio.

Os resultados obtidos sugerem que gatos adultos jovens com
hipertireoidismo sem a presenga de doencas concomitantes desenvolvem
hiperparatireoidismo secundario, semelhantes as descri¢cdes anteriores (Barber

& Elliott, 1996). Um fator importante a salientar € o fato de a doenca
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espontanea ocorrer em gatos velhos, ou seja, na mesma faixa etaria em que ha

maior ocorréncia da insuficiéncia renal.

Conclusbes

O hipertireoidismo em gatos adultos jovens sem doencas concomitantes
apresentou hiperparatireoidismo  secunddrio sem a presenca de
hiperfosfatemia; mas com aumento do PTH e diminui¢éo do calcio ionizado. Os
efeitos combinados dos hormdnios tireoidianos e do PTH contribuiram para a
diminuicdo da DMO.
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Tabela 1: Valores séricos dos hormonios tireoidianos e do paratormdnio (PTH),

valores dos minerais sangiineos e densidade mineral 6ssea em 14 gatos

normais (MO) e apds a inducdo da tireotoxicose (M1, M2 e M3). Valores séo

expressos como média + desvio padrao (intervalo).

TT4 (ug/dL)

FT4 (ng/dL)

DMO (mmaAl)

PTH (pg/mL)

Célcio Total (mg/dL)

Célcio lonizado (nmol/L)

Fosforo (mg/dL)

0 (MO)
2,28 +0,88°
(1,15-1,78)
1,38 + 0,25
(1,05-1,89)
1,40 + 0,23
(1,03-1,68)
6,91 +1,14°
(5,43-8,78)
9,77 +0,67°
1,31+ 0,02
(1,27-1,34)
6,03 + 0,90

14 dias (M1)
8,12 +4,27°
(1,14-14,64)
3,38+0,81°
(2,35-4,74)
1,34 +0,20°
(0,92-1,59)
15,09 + 3,34°
(11,37-20,81)
9,69 + 0,372
1,27+ 0,03°
(1,21-1,30)
6,49 + 1,00

28 dias (M2)
11,02 + 4,70
(1,76-18,78)
6,93 +1,28°
(5,18-9,36)
1,31 +£0,20°
(0,90-1,51)
18,15 +5,03"
(13,03-28,18)
9,90 £ 0,532
1,25 + 0,04
(1,17-1,29)
6,48 + 0,867

42 dias (M3)
11,72 + 4,26°
(5,5-22,16)
8,98 +0,57¢
(8,23-9,91)
1,30 £0,18°
(0,90-1,50)
18,95 * 3,29°
(14,30-24,30)
9,71 +0,50°
1,25 + 0,03°
(1,20-1,29)
6,51 + 0,60°

Valores seguidos de mesmas letras nas linhas nao diferem (P > 0,05)
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Tabela 2: Correlacdo entre parametros bioquimicos, hormonais e densidade
mineral éssea em 14 gatos normais (MO) e ap0s a indugdo da tireotoxicose
(M1, M2 e M3).

TT4 FT4 DMO PTH Calcio Calcio Fosforo

Total lonizado
TT4 0 - 0,10 -0,30 0,41 0,42 -0,23 0,12
14 dias - 0,47 -0,28 0,62* -0,08 -0,75* 0,53*
28 dias - 0,51* 0,09 0,31 0,12 -0,21 0,08
42 dias - 0,18 0,14 -0,14 -0,04 -0,03 0,46
FT4 0 - - -0,33 0,25 -0,15 0,42 0,11
14 dias - - 0,05 0,21 -0,46 -0,20 0,51*
28 dias - - 0,25 0,08 -0,07 -0,30 -0,31
42 dias - - 0,15 0,11 -0,35 -0,15 -0,06
DMO 0 - - - -0,01 0,25 -0,13 -0,36
14 dias - - - -0,42 0,22 0,24 -0,20
28 dias - - - -0,56* -0,16 0,30 -0,50
42 dias - - - -0,51*  -0,23 0,33 0,04
PTH 0 - - - - 0,60 -0,15 0,08
14 dias - - - - -0,11 -0,80* 0,37
28 dias - - - - 0,29 -0,75* 0,49
42 dias - - - - 0,35 -0,79* 0,24
Célcio 0 - - - - - -0,24 0,12
Total
14 dias - - - - - -0,17 0,03
28 dias - - - - - -0,22 0,23
42 dias - - - - - -0,14 -0,16
Caélcio 0 - - - - - - 0,35
lonizado
14 dias - - - - - -0,50
28 dias - - - - - - -0,46
42 dias - - - - - - -0,50

*Presenca de correlagao estatisticamente significativa
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Tabela 3: Preciséo intra-ensaio e inter-ensaio das mensuracdes realizadas por

RIMA e RIE em 14 gatos normais (M0) e ap0s a inducéo da tireotoxicose (M1,

M2 e M3).

Preciséo intra-ensaio
TT4
FT4
PTH
Precisdo inter ensaio da TT4
MO
M1
M2
M3
Preciséo inter ensaio da FT4
MO
M1
M2
M3
Preciséo inter ensaio do PTH
MO
M1
M2
M3

5,72
4,18
3,88
6,89
8,87
6,47
6,17
7,05
3,34
6,47
3,70
1,60
1,58
2,68
2,62
1,07
2,04
4,98
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Resumo

Os efeitos do hipertireoidismo experimental (150 ug/kg/dia/42 dias) sobre os
marcadores do metabolismo ésseo foi estudado em 14 gatos sem raga
definida, nove fémeas e cinco machos, nao castrados, com idade entre 1 e 3
anos. As variaveis estudadas foram tiroxina total (T4), tiroxina livre (FT4) e o
telopeptideo carboxiterminal do colageno tipo | (ICTP) mensurados por
radioimunoensaio, a osteocalcina (OC) mensurada por ensaio
radioimunométrico e a densidade mineral 6ssea (DMO) pela técnica da
densitometria Optica. As concentracdes séricas da OC apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) entre si, hos quatro momentos (antes da inducao, 14, 28 e
42 dias). J& o ICTP, um marcador especifico da reabsorcdo 6ssea, nao
apresentou diferenga significativa entre os momentos. Este parece ser o
primeiro estudo que mensurou o ICTP sérico em gatos com hipertireoidismo. A
DMO apresentou diminuicdo significativa (p<0,05) aos 14 dias em relacdo ao
momento inicial. Provavelmente o remodelamento ésseo foi provocado pelo
estado hipertiredideo, visto que tanto a OC como o ICTP apresentaram
excelente correlacéo positiva com a TT4 e um pouco inferior com a FT4. A FT4
ndo apresentou correlacdo positiva com o ICTP, excetuando-se aos 28 dias.
Observou-se baixa correlagdo, em todos os momentos, entre os marcadores do
metabolismo 6sseo e a densidade mineral Ossea realizada pela técnica de
densitometria Optica. Conclui-se que o excesso dos hormdnios tireoidianos em
gatos provocou aumento do remodelamento 6sseo visto que ocorreu alta
correlacdo entre estes horménios e os marcadores do metabolismo 0Osseo.
Conclui-se também que a tireotoxicose néo foi suficiente para elevar os niveis
séricos do ICTP, sugerindo que nos estagios precoces nao ha predominio da
atividade osteoclastica. O hipertireoidismo provocou diminuicdo da DMO 6éssea,
porém a OC e o ICTP apresentaram baixa correlacdo com esta variavel.

Palavras-chave: hipertireoidismo, marcadores metabolismo, 6sseo, gatos
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Abstract

The effect of experimental hyperthyroidism (150 pg/kg/day/42 days) on markers
of bone metabolism was studied in fourteen shorthair intact cats, nine females
and five males, from 1 to 3 years of age. Total thyroxine (T4), free thyroxine
(FT4), carboxi-terminal telopeptides of collagen type | (ICTP) (measured by
radioimmunoassay), osteocalcin (OC) (measured by immunoradiometric assay)
and bone mineral density (DMO) (measured by the optic densitometria) were
evaluated. Serum concentrations of OC were significantly different (p<0.05)
between all four moments (before the induction, 14, 28 and 42 days). The DMO
presented significant difference (p<0.05) at the 14 days in comparison to the
initial moment. Bone remodeling was probably caused by the hyperthyroid
state, since both OC and ICTP presented strong positive correlation with TT4
and a little lowerth FT4. The FT4 concentrations did not present positive
correlation with ICTP, except at 28 days. Correlation between markers of bone
metabolism and the bone mineral density was low in all the moments. High
correlation was observed between thyroid hormones and markers of bone
metabolism. In conclusion, this excess of thyroid hormones in cats may cause
an increase of bone remodeling. Moreover, thyrotoxicosis in this study was not
enough to raise the serum levels of ICTP, suggesting no predominance of
osteoblastic activity in these early stages. The experimental hyperthyroidism
was also associated to the reduction of bone DMO, however OC and ICTP
levels demonstrated low correlation with this variable.

Keywords: hyperthyroidism, markers metabolism bone, cats
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Introducéo

O hipertireoidismo é uma causa bem conhecida de alteragdo do
metabolismo 6ésseo, caracterizado por aumento na atividade osteoblastica e
osteoclastica com predominio da reabsorcéo 6ssea e resultando em diminuicéo
na massa 6ssea (Mosekilde et al., 1990, Garnero et al., 1994), portanto, o0 uso
dos marcadores do metabolismo 6sseo pode ser particularmente interessante
nas investigacdes das alteracbes dsseas associadas com doencga da tiredide.

Os marcadores bioquimicos da remodelacdo 6ssea podem ser divididos
em marcadores de formacdo e marcadores de reabsorcdo éssea. Esses
marcadores podem ser dosados tanto no sangue como na urina (Delmas,
1993). S&o meétodos simples, sensiveis e acurados de reconhecimento da
progressdo de doencas metabdlicas 6sseas ou da resposta a terapia com
drogas. Os marcadores do metabolismo 0sseo quantificam em tempo real a
atividade de formacdo ou reabsorcdo das células Osseas, enquanto a
densitometria mineral e as radiografias désseas ndo o fazem em tempo real
(Coleman, 2002). Diferentemente de biopsias 6sseas repetidas, mensuracdes
dos marcadores 0Sse0s Ssericos ou urinarios ndo interferem no metabolismo
osseo (Allen, 2003).

Os marcadores bioguimicos da renovacgao (turnover) 6ssea sao enzimas
sintetizadas por osteoblastos e osteoclastos, ou compostos organicos liberados
durante a sintese e reabsorcdo da matriz 6ssea (Seibel, 2000). Varios testes
bioquimicos foram descritos para a mensuracdo da concentracdo seérica ou
urinéria dos marcadores do metabolismo 6sseo em humanos (Delmas, 2001).
O objetivo da mensuracdo dos marcadores do metabolismo ésseo é a
correlagdo das concentracbes séricas ou urinarias com a atividade dos
osteoblastos (formacédo) e dos osteoclastos (reabsorcéo) (Allen, 2003).

Os marcadores da formacdo 0ssea sdo detectados somente no soro e
os marcadores de reabsor¢cdo 6éssea podem ser detectados no soro ou ha urina
(Allen, 2003). Os marcadores da formacdo Ossea sdo osteocalcina (OC),
fosfatase alcalina total (FAT), fosfatase alcalina déssea (FAO), peptideo
carboxiterminal do procolageno tipo | (PICP) e peptideo aminoterminal do
procolageno tipo | (PINP), enquanto os marcadores de reabsor¢do 6ssea séo
fosfatase &cida tartarato resistente (TRAP), telopeptideo carboxiterminal do
colageno tipo | (ICTP ou CTX), piridinolina (U-PYD), deoxipiridinolina (U-DPD),
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hidroxiprolina (U-HYP), porcdo aminoterminal do procolageno | (U-NTX) e
por¢do carboxiterminal do procolageno | (U-CTX) (Delmas, 2001)

Existem trabalhos em humanos (Delmas et al., 1993), em bovinos
(Liesegang et al., 2000, Holtenius and Ekelund, 2005), caes (Philipov et al,
1995; Allen et al., 1998,2000), equinos (Price et al., 1995, 2001), gatos
(Delaurier et al., 2004), ovinos (Johnson et al., 1997), ratos (Chavassieux et al.,
2001) e suinos (Weiler et al., 1995) correlacionando os marcadores do
metabolismo 6sseo com diversas doencgas que provocam alteracdes 6sseas e,
também, correlacionando com a densitometria mineral 6ssea (Remes et al.,
2004). H4 também trabalhos que mensuraram os marcadores do metabolismo
0sseo em gatos com hipertireoidismo (Horney et al., 1995, Archer and Taylor,
1996, Foster and Thoday, 2000).

A fosfatase alcalina 6ssea € um marcador especifico e sensivel na
avaliacdo do metabolismo 6sseo no hipertireoidismo (Garnero et al, 1994;
Foster and Thoday, 2000). A osteocalcina também é um marcador especifico e
sensivel da formacao 6ssea, aumenta no hipertireoidismo em humanos (Lee et
al., 1990) e em gatos (Archer and Taylor, 1996). A osteocalcina se correlaciona
positivamente com o grau da hiperatividade da tiredide e negativamente com
as alteracdes na densidade mineral 6ssea (Lee et al., 1990). Além disso, 0s
hormonios tireoidianos estimulam diretamente os osteoblastos a secretarem
osteocalcina (Rizzoli et al., 1990).

PICP e o PINP sao fragmentos da lise do pro-colageno tipo | e também
representam a formacéo 6ssea na saude ou na doencga (Delmas, 1993). Esses
marcadores 0sseos podem ser usados como indices da formagcdo 6ssea em
doencas 6sseas metabodlicas como a osteoporose (Ebeling et al., 1992). Esses
fragmentos produzidos pelos osteoblastos sdo os marcadores de formacéo
O0ssea clinicamente mais sensiveis e especificos (Swaminathan, 2001).
Comercialmente estdo disponiveis kits de RIE e ELISA para mensuracao sérica
do PICP e do PINP em humanos, havendo reacdo cruzada com o soro de
animais (Allen, 2003). Convém lembrar que esses marcadores procedem de
diferentes fases do processo de formagdo 0ssea e, portanto, as alteragdes nos
seus niveis podem depender de mecanismos diferentes, de acordo com a

fisiopatologia de cada doenca (Melkko et al., 1990).
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O ICTP, marcador da reabsorcao 0ssea, € mensurado somente no soro
(Delmas et al., 2000) e possui a vantagem de néo ser afetado pela depuracao
renal (Risteli et al., 1993). Demonstrou-se, in vivo e in vitro, uma correlagéo
significativa entre os niveis do ICTP e a taxa de degradacdo da matriz 6ssea
por meio de histomorfometria (Eriksen et al., 1993). Atualmente, dispde-se de
um teste de RIE policlonal (Risteli et al, 1993) para a determinac¢ao do ICTP no
soro e na urina, respectivamente. Allen et al. (1998) observaram reacéo
cruzada entre o kit humano e soro canino, portanto pode ser usado nesta
espécie, mas nao existem trabalhos publicados sobre a reacao cruzada entre o
soro felino e kit humano (Delaurier et al., 2004).

A determinacdo da densidade mineral 6éssea é um fator fundamental
para a definicAo 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 patologicas
(Scharla et al., 1999). Diferentes técnicas densitométricas sdo descritas na
medicina veterinaria e humana, visando proporcionar precisdo nos dados e
boas condi¢cdes de trabalho. InUmeros relatos demonstram que a técnica de
densitometria 6ptica em imagens radiograficas é Gtil na avaliacdo da densidade
mineral 0ssea, pois se apresenta com alta precisdo, tendo o0 seu uso uma
importancia destacada (Louzada et al., 1996, Gallo et al., 1996, Vulcano et al.,
1998, Rahal et al., 2002).

A densitometria mineral 6ssea em relacao a radiografia simples, além de
detectar a osteopenia, possui a vantagem de melhorar a identificacdo e
quantificacdo das alteracOes regionais ou sistémicas na densidade mineral
ossea (Allen et al., 2000), porém poucos centros veterinarios utilizam este meio
diagnéstico na pratica clinica. Um dos inconvenientes da densitometria 60ssea é
a incapacidade de distinguir se a alteracdo na densidade mineral 6ssea (DMO)
foi provocada por efeitos da formagdo ou da reabsorcdo Ossea. J& o0s
marcadores do metabolismo 0sseo sdo especificos para a formacdo ou
reabsorcao 6ssea (Allen et al., 2003).

A diminuicdo da densidade mineral 6ssea em humanos hipertiredideos é
frequente (Allain and Mcgregor, 1992). Em ratas com hipertireoidismo se
observou osteopenia (Gouveia et al., 1997) e diminuicdo significativa da

densidade mineral 6ssea (Kung and Ng, 1994). Em gatos ha somente um
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trabalho descrevendo a diminuicdo da densidade mineral 6ssea secundario ao
hipertireoidismo (Costa, 2002), entretanto este trabalho ndo correlacionou com
os marcadores do metabolismo 6sseo.

O objetivo deste estudo foi avaliar a relacdo entre os marcadores
bioquimicos da formacdo e da reabsorcdo 6ssea e a densitometria mineral

0ssea, em gatos com hipertireoidismo experimental.

Material e Métodos

Foram utilizados 14 gatos sem raca definida, nove fémeas e cinco
machos, ndo castrados, com idade entre um e trés anos. O estudo esta de
acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal (COBEA) e foi
aprovada pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da FMVZ-
UNESP, Botucatu, SP.

Os animais foram mantidos em jaulas individuais de ferro esmaltado,
alimentados com racdo seca comercial e 4gua a vontade. Os estudos se
iniciaram ap6s um periodo de 15 dias de adaptacdo dos gatos ao ambiente e
manejo. No inicio deste periodo os animais foram vacinados, vermifugados e
estavam livres de ectoparasitas.

A tireotoxicose foi induzida pela administracao oral, de comprimidos, de
levotiroxina sddica (150ug/kg/dia) durante 42 dias.

Os animais foram avaliados em quatro momentos (M), sendo que o MO,
antes da administracao da levotiroxina sodica, resultou nos valores basais dos
diversos parametros estudados. Durante o periodo experimental, foram
considerados outros trés momentos de avaliagcdo: aos 14 dias (M1), aos 28
dias (M2) e aos 42 dias (M3). As colheitas de sangue, para obtencao do soro
foram realizadas entre 9 e 10 horas da manha, cerca de 3 a 4 horas apés a
administracédo da levotiroxina sédica, sendo este o tempo em que ocorre 0 pico
de concentracdo da tiroxina em gatos (Hays et al., 1992). Além disso, 0 meio
da manha é o horério preferivel para a colheita de sangue para a mensuragao
dos marcadores do metabolismo 6sseo, pois este horario minimiza os efeitos
da variacdo na secrecao.

Colheita das amostras

As amostras de sangue foram colhidas da veia jugular dentro de tubos
contendo gel ativador de coagulo. Os tubos foram centrifugados a 2000g por 10
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minutos em menos de uma hora poés-colheita. Apds a separacdo do soro as
amostras foram aliquotadas em cinco frascos de 1,2 mL e congeladas em
freezer a -70°C até o momento da realizacdo dos testes. As amostras para
dosagem do calcio ionizado foram colhidas de sangue arterial dentro de tubos
heparinizados em anaerobiose.

Mensuragéo da Tiroxina Total (TT4) e Tiroxina Livre (FT4)

A mensuragdo das concentracbes séricas da TT4 e FT4 foi realizada
pela técnica de RIE em fase sdlida, utilizando kit comercial (Coat-Count Total
T4 e Free T4, DPC, Los Angeles, USA). O teste detecta concentracédo de TT4
de 0 a 24 ug/dl, com sensibilidade minima descrita € de 0,25 ug/dl e para a FT4
de 0 a 10 ng/dl, com sensibilidade minima descrita € de 0,15 ng/dl.

Mensuracéo do PINP e do ICTP

A mensuracdo das concentracdes séricas de PINP (Procollagen PINP,
Orion Dagnostica, Espoo, Finlandia) e do ICTP foram realizadas pela técnica de
RIE em fase sodlida, (ICTP, Orion Dagnostica, Espoo, Finlandia) foram
realizadas utilizando-se kit humano comercial. O teste detecta concentragao de
PINP de humanos entre 0 e 250 ng/ml, com sensibilidade minima é de 2 ng/ml.
e para o ICTP o teste detecta concentracdo de humanos entre 0 e 50 ug/l, com
sensibilidade minima de 0,4 ug/l.

Mensuracao da Osteocalcina

A mensuracdo das concentracdes séricas de osteocalcina foi realizada
usando-se kit humano comercial para o teste RIMA (Osteocalcina, DSL, Texas,
USA). O teste detecta concentracdo de osteocalcina de humanos entre 0-60
ug/ml, com sensibilidade minima descrita € de 0,3 ng/ml.

Os protocolos recomendados pelos fabricantes para a realizagdo das
mensuragbes da TT4, FT4, ICTP e OC nao foram alterados. Todas as
amostras foram mensuradas em duplicata e as concentracbes foram
calculadas pela média da mensuracao das amostras em duplicata. As amostras
em duplicata com coeficiente de variacdo maior que 15% foram excluidas da
andlise deste estudo.

Coeficiente de Variacao

A média, o desvio padrdo e o coeficiente de variacdo (CV) da

mensuragao em duplicata das amostras foram usados para a determinacéo da
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precisao intra-ensaio dos horménios e dos marcadores do metabolismo 6sseo
séricos. Para a determinacdo da precisdo foram feitos "pool” (n=16) de cada
momento. Cada "pool" foi testado seis vezes dentro do mesmo teste. A média,
o desvio padrdo e o CV foram determinados para cada "pool" e a média do CV
dos momentos foi definido como a precisao inter-ensaio dos horménios e dos
marcadores do metabolismo 0sseo séricos.

Densitometria Mineral Ossea

A avaliacdo da densidade mineral 6ssea (DMO) da extremidade distal do
radio direito foi realizada pela técnica de densitometria Optica em imagens
radiogréficas, conforme descrito na literatura (Rahal et al., 2002), nos quatro
momentos. Para melhor andlise sequencial dos valores densitométricos,
padronizou-se a selecdo da regido da metafise localizada 5 mm acima da
cicatriz epifisaria. Para cada momento e animal se fez trés radiografias,
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.

Andlise Estatistica

A andlise estatistica das variaveis ao longo dos diferentes momentos foi
realizada considerando-se a técnica de analise de variancia para medidas
repetidas, teste de Fisher e teste de Tukey. Para a interpretacdo das letras,
deve-se considerar que duas médias 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

correlacéo linear de Pearson.

Resultados

Os resultados das concentracfes séricas dos hormdnios tireoidianos e
dos marcadores do metabolismo 6sseo e os valores da DMO estéo descritos
na Tabela 1.

Os kits de TT4, FT4, ICTP e OC conservaram a capacidade de deteccéo
nas amostras felinas e todos os valores estavam dentro da margem de

deteccao dos kits, sem a necessidade de diluicdo das amostras.
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Concentracao sérica de TT4: Houve uma clara tendéncia de aumento
das concentracdes séricas de TT4 a partir de MO (Tabelal). Foi observada
diferenca significativa (P < 0,05) na concentracdo de TT4 entre o MO e os
demais momentos e entre M1 e M3. Nao houve diferenca significativa entre M1
e M2 e entre M2 e M3.

Concentragdo seérica de FT4: Houve um aumento marcante das
concentracdes séricas de FT4 a partir de MO (Tabelal). Observou-se diferenca
significativa entre todos os momentos.

Concentracdo sérica de OC: Observou-se aumento continuo das
concentracbes da OC de MO a M3, com diferenca significativa entre todos os
momentos.

Concentracdo sérica de ICTP: Detectou-se uma variagdo entre 0s
individuos bastante ampla nos quatro momentos. N&o foi observada diferenca
estatistica entre os quatro momentos do estudo.

Densidade mineral O6ssea: Foi caracterizada uma queda,
estatisticamente significativa, da densidade mineral 6ssea da extremidade
distal do radio dos animais submetidos ao protocolo experimental de inducéo a
tireotoxicose de M1 em relacdo a MO. Nos demais momentos ocorreram um
gradual decréscimo dos valores médios da densidade mineral éssea.

Correlacao entre as variaveis estudadas:

As correlacdes entre as diversas variaveis estudadas estdo dispostas na
Tabela 2. Em MO variaveis ndo apresentaram boa correlacdo entre si.

A TT4 apresentou boa correlagdo positiva em todos 0s momentos com
os marcadores do metabolismo 6sseo estudados, enquanto que a FT4 sé
apresentou correlacéo significativa com a OC aos 28 dias.

Enquanto que a OC e o ICTP somente apresentaram correlacdo
negativa com o calcio idnico em M1. N&o se observou correlagéo positiva entre
a OC e o ICTP somente em MO.

Coeficiente de Variacao

O coeficiente de variagdo (CV) da TT4, FT4, OC e ICTP estao descritos
na Tabela 3. O CV das amostras medidas em duplicatas foi usado para a
determinacdo da precisdo intra-ensaio. A média do CV do "pool" dos quatro

momentos foi definida como a preciséo inter-ensaio para todas as variaveis.



Discusséo

Os hormonios tireoidianos possuem um papel importante no
remodelamento 6sseo (Mosekilde et al., 1990). No hipertireoidismo estes
hormbnios aumentam a ativacdo de novos ciclos de remodelamento e
estimulam a atividade dos osteoblastos e osteoclastos que sédo observados por
alteracdes bioquimicas, densitométricas e histologicas (Allain and Mcgregor,
1992, Mosekilde et al., 1990). A mensurag¢do dos marcadores bioquimicos do
metabolismo 6sseo € uma forma de avaliar esta atividade (Deulaurier et al.,
2004, Allen et al., 2003) e outra € a densitometria mineral 6ssea (Costa, 2002).

Neste estudo foi observado aumento significativo da OC a partir do
desenvolvimento do hipertireoidismo, ou seja, de MO com relagdo aos demais
momentos. O mesmo ja havia sido descrito em gatos com hipertireoidismo
espontaneo (Archer and Taylor, 1996). Estes mesmo autores verificaram que a
OC variou de 0 a 1,7 ng/mL valores bem superiores aos obtidos nesta
pesquisa. Valores altos obtidos em animais com hipertireoidismo espontaneo
podem refletir a cronicidade do processo. O aumento da osteocalcina ao longo
da tireotoxicose sugere que esta condicdo promove remodelamento dsseo,
pois se sabe que a osteocalcina € uma proteina sintetizada pelo osso, sendo
considerada um marcador especifico da atividade dos osteoblastos e do
remodelamento 6sseo (Thiede et al., 1994).

Até o momento deste estudo os autores desconheciam trabalhos que
mensuraram o ICTP sérico em gatos com hipertireoidismo. N&o houve
diferenca significativa entre os momentos nos animais submetidos a
tireotoxicose. Estes resultados diferem dos descritos em humanos, onde ocorre
aumento tanto dos marcadores da formacdo como da reabsorcdo Ossea
(Garnero et al., 1994, Jodar et al., 1997) e diminuicdo da massa 6ssea (Raiz,
1999). Aparentemente o periodo experimental ndo foi suficiente para fazer com
que os efeitos da reabsorcéo fossem superiores ao da formagao, mesmo tendo
havido diminuicdo da DMO, sugerindo que nos estagios precoces nao ha
predominio da atividade osteoclastica. Era esperado, segundo Garnero et al.
(1994), que houvesse um aumento marcante do ICTP, pois este marcador
reflete a atividade dos osteoclastos e o excesso dos hormonios tireoidianos
exerce um efeito direto maior sobre a reabsorcdo O0ssea, embora existam

trabalhos que ndo descrevem o predominio da atividade osteoclastica e,
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portanto, dos marcadores de reabsorcao 6ssea (Diamond et al., 1991, Marcocci
et al., 1994).

No hipertireoidismo as atividades osteoblésticas e osteoclasticas estdo
aumentadas, com predominio da reabsorcdo 0ssea visto através do aumento
dos marcadores bioquimicos do metabolismo 6sseo (Garnero et al., 1994) e da
diminuicdo da massa Ossea, determinada pela densitometria mineral 6ssea,
técnica rapida, acurada e reproduzivel para avaliar a DMO (Costa, 2002,
Vulcano et al.,, 1998). Os resultados deste estudo diferem, pois n&o foi
observado aumento significativo do ICTP, mas sim da OC. A razéo pela qual se
obteve estes resultados necessita de outros estudos e mais prolongados.

Neste estudo houve uma diminuicdo significativa na DMO em M1 em
comparacdo com MO e um decréscimo gradual dos valores médios da
densidade mineral éssea nos demais momentos. SO existe uma descricdo da
diminuicdo da DMO em gatos com hipertireoidismo (Costa, 2002), achados
semelhantes foram obtidos neste estudo. A reducdo significativa da DMO
também foi descrita em humanos com hipertireoidismo (Allain and Mcgregor,
1992, Diamond et al., 1994, Jodar et al., 1997, Kumeda et al., 2000), indicando
perda da massa Ossea (Raisz, 1999). Isto também foi descrito em ratos
submetidos a um curto periodo de tireotoxicose (Kung and Ng, 1994).

Provavelmente o remodelamento ésseo foi provocado pelo estado
hipertiredideo, visto que tanto a OC como o ICTP apresentou excelente
correlacdo positiva com a TT4 e um pouco inferior com a FT4. A FT4 néo
apresentou correlagédo positiva com o ICTP, excetuando-se em M2. N&ao foi
observada correlacéo entre T4 e OC em um estudo realizado com 36 gatos
com hipertireoidismo (Archer and Taylor, 1996), porém a correlacdo entre os
marcadores do metabolismo 6sseo e os hormoénios tireoidianos foram descritos
em humanos hipertiredideos (Jodar et al., 1997). Isto ocorre principalmente
com o ICTP, que j& foi sugerido como bom marcador indireto da avaliagdo do
status da glandula tiredide. No presente estudo a correlacdo da ICTP com a
TT4 foi excelente, porém um pouco inferior a apresentada pela OC.

Normalmente a osteocalcina em humanos com hipertireoidismo se
correlaciona positivamente com o grau da hiperatividade da tiredide e
negativamente com as alteracdes na densidade mineral 6ssea (Lee et al.,

1990). A correlacdo com os horménios ocorreu, entretanto a correlacao
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negativa com a DMO néo ocorreu em todos os momentos. Provavelmente este
achado reflita a cronicidade dos efeitos da tireotoxicose.

Observou-se baixa correlacdo entre os marcadores do metabolismo
0sseo e a densidade mineral 6ssea realizada pela técnica de densitometria
Optica. Resultado semelhante foi descrito em pacientes recebendo doses
supressivas de levotiroxina, ou seja, dose capaz de provocar hipertireoidismo
subclinico (Marcocci et al., 1994). E importante salientar que a densitometria
mineral 6sseo é uma técnica padrao-ouro de avaliacdo da atividade das células
osseas (Delaurier et al., 2004), porém reflete somente uma fotografia do
balanco 6sseo em algum momento especifico, enquanto que os marcadores do
metabolismo ésseo refletem a atividade de formacdo e reabsorcdo em tempo
real (Allen et al.,, 2000, Allen, 2003). Estes resultados sugerem que as
mensuracbes da OC e do ICTP devem ser utilizadas com cautela no
acompanhamento do hipertireoidismo felino, por terem apresentado baixa
correlagdo com a DMO.

Como existem semelhancas nas alteragbes do tecido Osseo na
tireotoxicose de origem exdgena e enddégena em humanos, conforme descrito
em mulheres submetidas a uma reposicdo hormonal excessiva (Kung and Ng,
1994), acredita-se que 0 mesmo possa ocorrer em gatos. Possivelmente a
perda de massa 0ssea, observada neste estudo, também ocorrerd de forma
semelhante no hipertireoidismo felino de origem enddégena. Em humanos o
hipertireoidismo € mais um fator de risco de osteoporose (Jodar et al., 1997),
visto que os hormadnios tireoidianos proporcionam uma maior fragilidade do
0SSO e com isso aumenta o risco de fraturas patoldgicas decorrentes da
osteoporose (Jodar et al., 1997, Scharla et al, 1999). Nos gatos utilizados nesta
pesquisa, esse fator agravante ndo ocorreu durante o periodo experimental.
Isto também pode ter decorrido em virtude do curto tempo de hipertireoidismo
nos gatos estudados, ja que o periodo de remodelamento 6sseo em paciente
humano sadio requer mais de seis meses (Marcocci et al., 1994) e € provavel
gue o mesmo ocorra em felinos. Porém, para confRIMAc&o desta hipétese ha

necessidade de estudos histomorfométricos.
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Conclusdes

Conclui-se que o excesso dos hormoénios tireoidianos em gatos provocou
aumento do remodelamento ésseo visto que ocorreu alta correlacdo entre
estes hormonios e os marcadores do metabolismo 0sseo. Conclui-se também
que a tireotoxicose nédo foi suficiente para elevar os niveis séricos do ICTP,
sugerindo que nos estagios precoces ndo ha predominio da atividade
osteoclastica. O hipertireoidismo provocou diminuicdo da DMO 6ssea, porém a
OC e o ICTP apresentaram baixa correlagdo com esta variavel, indicando que
0 uso isolado dos marcadores do metabolismo Osseo deve ser feito com

cautela na avaliacdo da perda de massa 0ssea em gatos com hipertireoidismo.
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Tabela 1: Valores séricos dos hormdnios tireoidianos e dos marcadores do
metabolismo ésseo e densidade mineral 6ssea em 14 gatos normais (MO) e
apos a inducdo da tireotoxicose (M1, M2 e M3). Valores sdo expressos como

média + desvio padrao (intervalo).

0 (MO) 14 dias (M1) 28 dias (M2) 42 dias (M3)
TT4 (ug/dL) 228+0,88% 812+427° 11,02+4,70°° 11,72+ 4,26°
(1,15-2,78) (1,14-14,64)  (1,76-18,78) (5,5-22,16)

FT4 (ng/dL) 1,38 £ 0,25° 3,38+0,81° 6,93 + 1,28° 8,98 + 0,57°
(1,05-1,89) (2,35-4,74) (5,18-9,36) (8,23-9,91)
DMO (mmaAl) 1,40 + 0,232 1,34 +0,20° 1,31+ 0,20° 1,30+ 0,18"
(1,03-1,68) (0,92-1,59) (0,90-1,51) (0,90-1,50)
OC (ng/mL) 0,15 +0,03? 0,22 +0,05" 0,34 + 0,06° 0,42 +0,07¢
(0,12-0,19) (0,15-0,31) (0,25-0,42) (0,32-0,57)

ICTP (ng/mL) 8,59+5,78% 856+3,70° 7,17+3,44° 11,94 + 3,48
(1,51-9,92)  (3,03-14,62)  (4,83-14,68)  (8,21-23,01)

Valores seguidos de mesmas letras nas linhas néo diferem (P > 0,05)



Tabela 2: Correlacdo entre os hormoénios tireoidianos,
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marcadores do

metabolismo ésseo e a densidade mineral 6ssea em 14 gatos normais (MO) e

apoés a inducgéo da tireotoxicose (M1, M2 e M3).

TT4 0
14 dias
28 dias
42 dias
FT4 0
14 dias
28 dias
42 dias
DMO 0
14 dias
28 dias
42 dias
ocC 0
14 dias
28 dias
42 dias

TT4

FT4
0,10
0,47
0,51*
0,18

DMO
-0,30
-0,28
0,09
0,14
-0,33
0,05
0,25
0,15

oC
-0,08
0,91*
0,86*
0,85*
0,04
0,33
0,57*
0,45
-0,15
-0,25
0,21
0,14

ICTP
0,23
0,59*
0,87*
0,93*
0,29
0,27
-0,01
0,22
-0,06
-0,47
0,15
0,25
-0,21
0,53*
0,60*
0,84*

*Presenca de correlagéo estatisticamente significativa
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Tabela 3: Preciséo intra-ensaio e inter-ensaio das mensuracdes realizadas por
RIMA e RIE 14 gatos normais (M0) e ap0s a inducdo da tireotoxicose (M1, M2
e M3).

Precisao intra-ensaio

TT4 5,72
FT4 4,18
ocC 8,13
ICTP 4,96
Preciséo inter ensaio da TT4 6,89
MO 8,87
M1 6,47
M2 6,17
M3 7,05
Preciséo inter ensaio da FT4 3,34
MO 6,47
M1 3,70
M2 1,60
M3 1,58
Preciséo inter ensaio da OC 5,97
MO 10,99
M1 5,56
M2 4,24
M3 3,11
Precisdo inter ensaio da ICTP
MO 3,65
M1 2,44
M2 3,21

M3 2,19
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Discusséo Geral

Embora haja descricbes da mensuracdo dos marcadores do
metabolismo 6sseo em gatos (DELAURIER et al., 2004; ARCHER & TAYLOR,
1996), € primeira vez que se correlaciona marcadores do metabolismo 0sseo
com a densitometria mineral 6ssea nestes animais. Além de apresentar os
valores séricos da osteocalcina em gatos adultos jovens normais, foi buscado
identificar se os kits comerciais para testes do ICTP e PINP humanos podem
ser usados em gatos.

Os resultados da OC sérica sao semelhantes aos descritos por Archer &
Taylor (1996), apesar do numero de animais terem sido menor e a variacao
maior (0-0,25 ng/mL). Também é importante salientar que a idade dos animais
variou de trés a 18 anos, enquanto em neste estudo a idade dos gatos variou
de um a trés anos. Em cées com idade entre um e dois anos e entre trés e sete
anos encontrou-se concentracao sérica de osteocalcina de 13, 62 ng/mL e 4,9
ng/mL, respectivamente (ALLEN et al., 1998), estes valores sdo muito
superiores aos descritos em gatos. Uma das raz0es para este fato
provavelmente seja decorrente do fim do crescimento do esqueleto, que em
gatos ocorre em torno dos nove meses de idade, visto que esta é a idade em
gue ocorre o fechamento completo das placas de crescimento (DELAURIER et
al., 2004).

A reacao cruzada inter espécies € um ponto critico da mensuracdo dos
produtos da degradacdo do colageno. Ja foi descrita reacdo cruzada entre o
soro de equinos e testes para PICP e ICTP de humanos (PRICE et al., 1995) e
entre soro canino e teste de ICTP humano (ALLEN et al., 1998; PHILIPOV et
al., 1995). Os resultados deste estudo confRIMAmM que o kit de ICTP humano
pode ser usado para a mensuracao seérica do ICTP em gatos. J& havia sido
descrito reagéo cruzada entre o soro e a urina e os kits para a mensuragéo dos
marcadores do metabolismo 6sseo na urina e no soro de humanos
(DELAURIER et al., 2004).

Até a realizacdo desde estudo ndo haviam dados descrevendo os
valores do ICTP sérico em gatos mensurados por radioimunoensaio. Ja foi
descrito a mensuracdo do ICTP sérico utilizando outros métodos como ELISA
(DEULARIER, 2004), portanto, a comparacao entre os resultados nao foi

possivel, visto ter sido utilizada metodologia diferente. Os gatos estudados
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apresentaram concentracdo sérica de ICTP semelhante aos cdes com idades
semelhantes (BREUER et al., 2004; ALLEN et al., 1998). Em cédes com idade
entre um e dois anos o valor médio descrito foi de 8,7 ng/mL (3,8 a 13,6 ng/mL)
e para cdes com idade entre trés e sete anos foi de 7,2 ng/mL (1,0 a 13,3
ng/mL) (ALLEN et al., 1998). Em caes da raca pomeranea com idade entre um
e sete anos (média 3,9 anos) a concentracdo média do ICTP sérico foi 7,78
ng/mL (2,9 a 18,2 ng/mL) (BREUER et al., 2004).

Diferentemente do descrito em caes (ALLEN et al., 1998) foi observada
baixa correlacdo negativa entre a OC e o ICTP. Era esperado que houvesse
correlacdo entre os marcadores de formacao e reabsorcdo 0ssea, pois isto ja
foi demonstrado em gatos (DELAURIER et al., 2004), em cées (ALLEN et al.,
2000) e em equinos (PRICE et al., 1995), entretanto € importante salientar que
nenhum estudo em gatos correlacionou a OC com ICTP e, portanto o
comportamento destes marcadores nos felinos pode ser diferente.

Também nado foi observada boa correlagdo entre a DMO e os
marcadores da formagdo e reabsorcdo. Provavelmente isto decorre do
equilibrio que existe entre a formacdo e a reabsorcdo 0ssea em animais
adultos por acdo combinada dos osteoblastos e osteoclastos (FROST, 1992),
porém se houvesse um predominio no processo de formacao era esperado que
houvesse correlagcdo entre a OC e a DMO, pois, em geral se observa
correlacé@o entre os niveis séricos da OC e a formacédo 0ssea mensurados pela
histomorfometria (EASTELL et al., 1988) e entre os niveis séricos do ICTP e
reabsorcdo 0ssea, 0 que também pode ser comprovado pelo histomorfometria
de biopsia 6ssea ((ERIKSEN et al., 1993). A razéo da baixa correlagédo entre a
OC e o ICTP e entre eles e a densitometria mineral 6ssea nao pode ser
esclarecida neste estudo. Um fator que pode ter contribuido € o pequeno
ndmero de animais do estudo. Além disso, os marcadores do metabolismo
0sseo possuem uma grande variabilidade bioldgica decorrente da idade, sexo,
raca, dieta, exercicio e alteracfes circadianas (WATTS, 1999). Em humanos
suspeita-se que a correlacao entre a osteocalcina e a densidade mineral éssea
aumenta com a idade (REMES et al., 2004). Fato semelhante também pode
ocorrer em gatos, para a comprovacao desta hipétese sdo necessarios mais

estudos em gatos de todas as idades.
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Até o0 momento os autores desconhecem estudos realizados em gatos
com hipertireoidismo que correlacionaram as alteragbes na homeostase do
calcio com a densitometria mineral 6ssea. No presente trabalho, os gatos com
hipertireoidismo tiverem alteracdo significativa na homeostase do calcio. As
variaveis que tiveram alteracdo foram o calcio ionizado e o PTH. Os animais
tiveram aumento significativo nas concentragdes séricas de PTH em M1 em
relacdo a MO e continuo aumento até M3, porém sem diferenca estatistica. E
importante salientar os valores do PTH sérico na maioria dos gatos
permaneceram dentro dos valores de referéncia (2,9-26,3 pg/mL) (Barber et al.,
1993; Barber & Elliott, 1996), somente um gato apresentou valor do PTH
intacto (28,18 pg/mL) acima dos valores de referéncia em M2 (28 dias). Estes
achados sugerem que o hipertireoidismo pode provocar aumento nas
concentracbes do PTH sérico. Barber & Elliott (1996) encontraram aumento do
PTH em 77% dos gatos com hipertireoidismo espontaneo, enguanto nesta
pesquisa somente um gato apresentou concentracdo do PTH acima dos
valores de referéncia.

O PTH somente mostrou correlagcdo positiva com a TT4 em M1,
engquanto a FT4 ndo apresentou em nenhum momento. A correlagcdo ocorreu
no mesmo momento em que o PTH apresentou aumento significativo nas
concentracbes em relacdo ao MO, sugerindo que houve influéncia dos
horménios tireoidianos nas concentracdes de PTH. A falta de correlacédo entre
0s hormonios tireoidianos e o PTH em todos os momentos ja era esperada,
tendo em vista que os hormdnios tireoidianos demonstram varia¢gdes periodicas
na suas secrecdes e, consequentemente, as concentragcdes oscilantes
(BROOME et al., 1988). A realizacdo das colheitas sempre no mesmo horario
tentou minimizar um pouco este efeito.

Os valores do calcio total ndo apresentaram varia¢do significativa entre
0s momentos, provavelmente por ndo refletrem o status do célcio sérico
(BARBER, 2004). Ja o célcio ionizado apresentou reducao significativa entre os
momentos estudados, mas os valores permaneceram dentro do limite normal
para a espécie (1,19 a 1,33 nmol/L). Esta reducdo do calcio ionizado é
semelhante a obtida em outro estudo (BARBER & ELLIOTT, 1996), entretanto
estes resultados diferem da hipercalcemia que acompanha o hipertireoidismo
em humanos (IGBAL et al., 2003; MOHAN et al.,, 2004). A hipercalcemia
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observada no hipertireoidismo humano € primariamente consequéncia dos
efeitos dos hormonios tireoidianos na reabsorcao 0ssea (IGBAL et al., 2003).

A reducao do célcio ionizado também ja foi descrita, no entanto a causa
da hipocalcemia nao foi comprovada (BARBER & ELLIOTT, 1996). A presenca
de correlacao inversa entre o calcio ionizado e o fosfato a partir de M1 sugere
que o fosforo liberado da reabsorcdo dssea foi suficiente para causar
hipocalcemia sem causar hiperfosfatemia. Os animais apresentaram correlacao
negativa com o PTH de M1 a M3, sugerindo que queda significativa do calcio
ionizado a partir de M1 contribuiu para 0 aumento na secrecdo do PTH, ja que
a diminuicdo do calcio ionizado € o principal estimulante da secrecdo do PTH
com o objetivo de manter a homeostase do célcio (BARBER, 2004).

Ocorreu uma diminuicao significativa na DMO em M1 em comparacéo
com MO e um decréscimo gradual dos valores médios da densidade mineral
O0ssea nos demais momentos. A diminuicio da DMO ou a osteopenia é
freqiente em humanos com hipertireoidismo, mas foi pouco relatada em
animais (COSTA, 2002; GOUVEIA et al., 1997; KUNG & NG, 1994; ADAMS &
JOWSEY, 1966). Um curto periodo de tireotoxicose exdgena provocou reducao
significativa da densidade mineral 6ssea em ratos, observada apés avaliacéo
densitométrica (KUNG & NG, 1994), achados semelhantes foram obtidos neste
trabalho.

N&o foi observada boa correlacdo entre a densidade mineral 6ssea da
extremidade distal do radio e os niveis plasmaticos de TT4 e FT4 em todos os
momentos. As baixas correlacbes dos hormonios tireoidianos com a DMO
sugerem que os efeitos da TT4 e FT4 sobre a reabsor¢cdo Ossea foram
inferiores ao exercido pelo PTH. Sabe-se, entretanto, que 0s hormonios
tireoidianos possuem efeitos poderosos nos 0ssos, favorecendo a reabsor¢ao
0ssea e consequentemente osteopenia (FRASER et al., 1971; MOSEKILDE et
al., 1990).

Esperava-se que houvesse correlacdo negativa entre o calcio ionizado e
a DMO, sugerindo a perda de massa 0ssea, mas isto ndo ocorreu. A correlacéo
negativa entre a DMO e as concentragfes séricas de PTH em M2 e M3
sugerem que o PTH contribui para a diminuicdo da DMO. Mesmo com as
concentracdes séricas do PTH permanecendo dentro dos valores de referéncia

€ provavel que os efeitos de reabsorcao 6ssea tenham predominado.
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Os resultados obtidos sugerem que gatos adultos jovens com
hipertireoidismo, sem a presenca de doencgas concomitantes, ndo apresentam
hiperparatireoidismo secundario, diferindo de resultados anteriormente citados
(BARBER & ELLIOTT, 1996). Um fator importante a salientar € o fato de a
doenca espontanea ocorrer em gatos velhos na mesma faixa etaria em que ha
maior ocorréncia da insuficiéncia renal.

O aumento nas concentracbes do PTH provavelmente seja uma
consequéncia da cronicidade do hipertireoidismo (BARBER & ELLIOTT, 1996),
portanto os resultados desta pesquisa provavelmente ocorreram devido ao
reduzido periodo experimental.

Neste estudo foi observado aumento significativo da OC a partir do
desenvolvimento do hipertireoidismo, ou seja, de MO com relacdo aos demais
momentos. O mesmo ja havia sido descrito em gatos com hipertireoidismo
espontaneo (ARCHER & TAYLOR, 1996), porém os valores eram superiores
variando de 0 a 1,7 ng/mL. Valores altos obtidos em animais com
hipertireoidismo espontaneo podem refletir a cronicidade do processo. O
aumento da osteocalcina ao longo da tireotoxicose sugere que esta condicéo
promove remodelamento 6sseo, pois sabe-se que a osteocalcina é uma
proteina sintetizada pelo osso, sendo considerada um marcador especifico da
atividade dos osteoblastos e do remodelamento ésseo (THIEDE et al, 1994),
correlacionando-se positivamente com o grau da hiperatividade da tiredide e
negativamente com as alteracbes na densidade mineral 6ssea (LEE et al.,
1990).

Até o0 momento deste estudo os autores desconheciam trabalhos que
mensuraram o ICTP sérico em gatos com hipertireoidismo. N&o houve
diferenca significativa entre 0s momentos nos animais submetidos a
tireotoxicose. Estes resultados diferem dos descritos em humanos, onde ocorre
aumento tanto dos marcadores da formacdo como da reabsor¢cdo Ossea
(JODAR et al., 1997; GARNERO et al., 1994) e diminuicio da massa 6ssea
(RAIZ, 1999). Aparentemente o periodo experimental ndo foi suficiente para
fazer com que os efeitos da reabsor¢cdo fossem superiores ao da formacao,
mesmo tendo havido diminuicdo da DMO, sugerindo que nos estagios
precoces ndo ha predominio da atividade osteoclastica. Era esperado que

houvesse um aumento marcante do ICTP, pois este marcador reflete a
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atividade dos osteoclastos e 0 excesso dos hormonios tireoidianos exerce um
efeito direto maior sobre a reabsorcdo 6ssea (GARNERO et al., 1994).

Neste estudo houve uma diminui¢cdo significativa na DMO em M1 em
comparacdo com MO e um decréscimo gradual dos valores médios da
densidade mineral éssea nos demais momentos. SO existe uma descricao da
diminuicdo da DMO em gatos com hipertireoidismo (COSTA, 2002), achados
semelhantes aos obtidos neste estudo. A reducdo significativa da DMO
também foi descrita em humanos com hipertireoidismo (KUMEDA et al.,
2000;JODAR et al., 1997; DIAMON et al., 1994; ALLAIN & MCGREGOR,
1992), indicando perda da massa Ossea (RAISZ, 1999). Isto também foi
descrito em ratos submetidos a um curto periodo de tireotoxicose (KUNG &
NG, 1994).

Acredita-se que o remodelamento 6sseo, provavelmente, foi provocado
pelo estado hipertiredideo, visto que tanto a OC como o ICTP apresentou
excelente correlagéo positiva com a TT4 e um pouco inferior com a FT4. A FT4
nao apresentou correlagdo positiva com o ICTP, com excecdo em M2. Nao foi
observada correlacdo entre T4 e OC em um estudo realizado com 36 gatos
com hipertireoidismo (ARCHER & TAYLOR, 1996), porém a correlacdo entre
os marcadores do metabolismo ésseo e os horménios tireoidianos foram
descritos em humanos hipertiredideos (JODAR et al., 1997; GARNERO et al.,
1993). Isto ocorre principalmente com o ICTP, descrito como um bom marcador
indireto da avaliacdo do status da glandula tireéide (GARNERO et al., 1994).
Neste estudo a correlagdo da ICTP com a TT4 foi excelente, porém um pouco
inferior & apresentada pela OC.

Observou-se baixa correlacdo entre os marcadores do metabolismo
0sseo e a densidade mineral 6ssea realizada pela técnica de densitometria
Optica. Resultado semelhante foi descrito em pacientes recebendo doses
supressivas de levotiroxina, ou seja, dose capaz de provocar hipertireoidismo
subclinico (MARCOCCI et al., 1994). E importante salientar que a densitometria
mineral 6ssea é uma das técnicas mais precisas na avaliacdo da atividade das
células Osseas (DELAURIER et al., 2004). Porém a densitometria reflete
somente uma fotografia do balanco 6ésseo em algum momento especifico,
enquanto que os marcadores do metabolismo dsseo refletem a atividade de
formacdo e reabsor¢cdo em tempo real (ALLEN, 2003; ALLEN et al., 2000). Os
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resultados sugerem que a mensuracdo da OC e do ICTP deve ser utilizada
com cautela no acompanhamento do hipertireoidismo felino por terem
apresentado baixa correlagdo com a DMO.

Existem semelhancas nas alteracdes do tecido 6sseo na tireotoxicose de
origem exégena e enddgena em humanos, conforme descrito em mulheres
submetidas a uma reposi¢do hormonal excessiva (KUNG & NG, 1994), estes
resultados sugerem gue 0 mesmo possa ocorrer em gatos. Possivelmente a
perda de massa 0ssea, observada neste estudo, também ocorrerd de forma
semelhante no hipertireoidismo felino de origem enddégena. Em humanos o
hipertireoidismo é mais um fator de risco de osteoporose (JODAR et al., 1997),
visto que os hormadnios tireoidianos proporcionam uma maior fragilidade do
0SSO e com isso aumenta o risco de fraturas patolégicas decorrentes da
osteoporose (SCHARLA et al., 1999; JODAR et al., 1997; SEEGER, 1997;
FOLDES et al., 1993). Nos gatos utilizados nesta pesquisa, esse fator
agravante nao ocorreu durante o periodo experimental. Isto também pode
decorrer em virtude do tempo da tireotoxicose nos gatos estudados, visto que o
periodo de remodelamento 6sseo em paciente humano sadio requer mais de
seis meses (MARCOCCI et al.,, 1994) e é provavel que o0 mesmo ocorra em
felinos. Porém, para confRIMAcao desta hipétese ha necessidade de estudos

histomorfomeétricos.
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Conclusdes Gerais

Este estudo conclui que kits para mensuragao da osteocalcina e do ICTP
humano podem ser usados em felinos com o objetivo de avaliar as alteragbes
no remodelamento 0sseo, enquanto o kit para avaliacdo do PINP humano nao
deve ser utilizado em gatos. Conclui-se também que a OC e o ICTP em gatos
com idade entre um e trés anos de idade nao apresentam correlagao entre si,
bem como com a DMO. A mensuracao seérica dos marcadores da formacéao
0ssea (OC) ou da reabsor¢éo 6ssea (ICTP) representa um meio simples e nao
invasivo de avaliacdo do metabolismo 6sseo. Entretanto, mais estudos sdo
necessarios antes da aplicacao clinica destes marcadores do metabolismo
0sseo em felinos, em virtude da suas baixas correlagbes com a DMO, uma
técnica padrédo-ouro na avaliacdo 6ssea.

O hipertireoidismo em gatos adultos jovens sem doencas concomitantes
ndo apresentaram hiperparatireoidismo secundario; mas, se observou aumento
do PTH e diminuic&o do calcio ionizado. Os efeitos combinados dos hormdnios
tireoidianos e do PTH contribuiram com a diminuicdo da DMO. Além disso, no
presente estudo os horménios tireoidianos nao provocaram hiperfosfatemia, um
dos achados importantes do hiperparatireoidismo.

Conclui-se que o excesso dos hormonios tireoidianos em gatos provocou
aumento do remodelamento ésseo visto que ocorreu alta correlacdo entre
estes hormonios e os marcadores do metabolismo 6sseo. Conclui-se também
que a tireotoxicose nado foi suficiente para elevar os niveis séricos do ICTP,
sugerindo que nos estagios precoces ndo ha predominio da atividade
osteoclastica. O hipertireoidismo provocou diminuicdo da DMO 6ssea, porém a
OC e o0 ICTP apresentaram baixa correlacdo com esta variavel, sugerindo que
0 uso isolado dos marcadores do metabolismo 6sseo deve ser usado com

cautela na avaliagdo da perda de massa 6ssea em gatos com hipertireoidismo.
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Material e Métodos

Foram utilizados quatorze gatos sem raga definida, nove fémeas e cinco
machos, ndo castrados, com idade entre um e trés anos. O estudo esta de
acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal (COBEA) e foi
aprovada pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da FMVZ-
UNESP, Botucatu, SP.

Os animais foram mantidos em jaulas individuais de ferro esmaltado,
alimentados com racdo seca comercial' e 4gua a vontade. Os estudos se
iniciaram apdés um periodo de 15 dias de adaptacdo dos gatos ao ambiente e
manejo. No inicio deste periodo os animais foram vacinados contra raiva?,
panleucopenia felina, rinotraqueite e calicivirose®, receberam vermifugo® e
tratamento com antiparasitario topico>.

A tireotoxicose foi induzida pela administracao oral, de comprimidos, de
levotiroxina sodica (150ug/kg/dia) durante 42 dias. A administragdo do
horménio era realizada as seis horas da manha. Semanalmente, os gatos eram
pesados e para 0s animais que apresentavam diminuicdo do peso corporal
secundario aos efeitos do excesso dos horménios tireoidianos, as doses de
levotiroxina sodica foram recalculadas e ajustadas para a manutencéo da dose
de 150 ug/kg/dia.

Os animais foram avaliados em quatro momentos (M), sendo que o MO,
feito antes da administracdo da levotiroxina sodica, resultou nos valores basais
dos diversos parametros estudados. Durante o periodo experimental, cuja
duragéo foi de 42 dias, foram considerados outros trés momentos de avaliagao:
aos 14 dias (M1), aos 28 dias (M2) e aos 42 dias (M3). As colheitas de sangue,
para obtencdo do soro foram realizadas entre 9 e 10 horas da manha, cerca de
trés a quatro horas apds a administracdo da levotiroxina sodica, pois € nesse
tempo que ocorre o pico de concentracdo da tiroxina em gatos (Hays et al.,
1992). Além disso, o0 meio da manha € o horario preferivel para a colheita de
sangue para a mensuracao do PTH em felinos (Barber, 2004.

Colheita das amostras

! Whiskas® Frango. Div. Effem Produtos Alimenticios. Br 116, Km 286, Eldorado do Sul, RS.
2 Defensor®. Pfizer Divisdo de Satude Animal. Guarulhos — SP.

% Felocell® CVR. Pfizer Divisdo de Satde Animal. Guarulhos — SP.

* Drontal® Gatos. Bayer S/A do Brasil. Sd0 Paulo — SP.

® FrontLine®. Merial Satde Animal Ltda. Fazenda Sado Francisco — Paulinia — SP.
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As amostras de sangue foram obtidas da veia jugular dentro de tubos
contendo gel ativador de codgulo. Os tubos foram centrifugados a 2000g por 10
minutos em menos de uma hora apdés a colheita. Depois da separac¢édo do soro
as amostras foram aliquotadas em cinco frascos de 1,2 mL e congeladas em
freezer a -70°C até o momento da realizacéo dos testes.

Perfil Bioquimico Sérico

As mensuragbes séricas do célcio total e fosforo foram realizadas
utiizando aparelho multicanal automatizado para as analises bioquimicas
(Hitachi 911).

Calcio lonizado

O célcio ionizado foi mensurado utilizando-se aparelho de
hemogasimetria.

Mensuracdo da Tiroxina Total (TT4)

A mensuracdo das concentracbes séricas da TT4 foi realizada pela
técnica de RIE em fase solida, utilizando kit comercial®. O protocolo
recomendado pelo fabricante para a realizagcdo das mensuragbes nao foi
alterado. Este kit utilizado consiste em tubos ligados a anticorpos e
calibradores séricos humanos. O T4 marcado com o iodoradioativo (I'*°)
compete, em determinado tempo, com o T4 da amostra do paciente para se
fixar nos anticorpos, na presenca de agentes bloqueadores das proteinas de
ligacdo dos hormdnios tireoidianos. A contagem da radioatividade do anticorpo
ligado e marcado foi obtida pela utilizacdo de contador gama automatico,

calibrado automaticamente para *?°

e tempo de contagem de um minuto. Os
resultados foram obtidos automaticamente, pelo uso de programa especifico de
computador, acoplado ao contador gama e impressora. Todas as amostras
foram mensuradas em duplicata e as concentracdes foram calculadas pela
média das mensura¢fes das amostras em duplicata. As amostras em duplicata
com coeficiente de variacdo maior que 15% foram excluidas da analise deste
estudo. O teste detecta concentracdo de TT4 de 0 a 24 ug/dl, com
sensibilidade minima descrita de 0,25 pg/dl.

A média, o desvio padrdo e o coeficiente de variacdo (CV) da

mensuracao em duplicata das amostras foram usados para a determinacdo da

® Coat-Count Total T4, DPC, Los Angeles, Estados Unidos da América
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precisao intra-ensaio da TT4 sérica. Para a determinacdo da precisdo foram
feitos "pool" (n=16) de cada momento. Cada "pool" foi testado seis vezes
dentro do mesmo teste. A média, o desvio padrdo e o CV foram determinados
para cada "pool" e a média do CV dos momentos foi definido como a precisao
inter-ensaio da TT4 sérica.

Mensuragéo da Tiroxina Livre (FT4)

A mensuragdo das concentragdes séricas da FT4 foi realizada pela
técnica de RIE em fase soélida, utilizando kit comercial’. O protocolo
recomendado pelo fabricante para a realizacdo das mensuracfes nao foi
alterado. Este kit utilizado consiste em tubos ligados a anticorpos e
calibradores séricos humanos. O T4 livre marcado com o iodoradioativo (I'%°)
compete, em determinado tempo, com o T4 livre da amostra do paciente para
se fixar nos anticorpos. A contagem da radioatividade do anticorpo ligado e
marcado foi obtida pela utilizacdo de contador gama automatico, calibrado

automaticamente para *?°

e tempo de contagem de um minuto. Os resultados
foram obtidos automaticamente, pelo uso de programa especifico de
computador, acoplado ao contador gama e impressora. Todas as amostras
foram mensuradas em duplicata e as concentracdes foram calculadas pela
média da mensuragdo das amostras em duplicata. As amostras em duplicata
com coeficiente de variacdo maior que 15% foram excluidas da analise deste
estudo. O teste detecta concentracdo da FT4 de 0 a 10 ng/dl, com
sensibilidade minima descrita de 0,15 ng/dl.

A média, o desvio padrdo e o coeficiente de variacdo (CV) da
mensuragcao em duplicata das amostras foram usados para a determinacdo da
precisao intra-ensaio da FT4 sérica. Para a determinacdo da precisdo foram
feitos "pool" (n=16) de cada momento. Cada "pool" foi testado seis vezes
dentro do mesmo teste. A média, o desvio padrdo e o CV foram determinados
para cada "pool" e a média do CV dos momentos foi definido como a preciséo
inter-ensaio da FT4 sérica.

Mensuragéo do PTH Intacto

A mensuracao do PTH intacto foi realizada utilizando-se de kit comercial
para o teste imunoradiométrico (RIMA)®. O protocolo recomendado pelo

’ Coat-Count Free T4, DPC, Los Angeles, Estados Unidos da América
® PTH Intacto, DSL, Texas, Estados Unidos da América
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fabricante para a realizacdo das mensura¢cdes nao foi alterado. Este teste para
o PTH Intacto utiliza dois anticorpos dirigidos para fragmentos do PTH
aminoterminal e carboxiterminal ndo sobrepostos, respectivamente. O PTH
intacto presente na amostra serve para ligar os dois anticorpos, um dos quais
possui um marcador radioativo. O RIMA é um teste ndo competitivo, onde o
PTH a ser testado forma um "sanduiche" entre os dois anticorpos. O primeiro
anticorpo esta ligado as paredes dos tubos. O outro anticorpo ¢é
radioativamente marcado para a deteccdo. O PTH presente nas amostras,
padrbes e controles esta ligado por dois anticorpos e forma um complexo
"sanduiche". A contagem da radioatividade deste complexo foi obtida pela
utilizacéo de contador gama automatico, calibrado automaticamente para I'*° e
tempo de contagem de um minuto. Os resultados foram obtidos
automaticamente, pelo uso de programa especifico de computador, acoplado
ao contador gama e impressora. As por¢cdes ndo ligadas sdo removidas por
decantacdo e lavagem dos tubos. Todas as amostras foram mensuradas em
duplicata e as concentracdes foram calculadas pela média da mensuracao das
amostras em duplicata. As amostras em duplicata com coeficiente de variacédo
maior que 15% foram excluidas da analise deste estudo. O teste detecta
concentracdo de PTH entre 0 e 2000 pug/ml, com sensibilidade minima
descrita de 10 pg/ml.

A média, o desvio padrdo e o coeficiente de variacdo (CV) da
mensuracao em duplicata das amostras foram usados para a determinacdo da
precisao intra-ensaio do PTH sérico. Para a determinacdo da precisdo foram
feitos "pool" (n=16) de cada momento. Cada "pool" foi testado seis vezes
dentro do mesmo teste. A média, o desvio padrdo e o CV foram determinados
para cada "pool" e a média do CV dos momentos foi definido como a preciséo
inter-ensaio do PTH sérico.

Mensuragéo do PINP

A mensuracgdo das concentracdes séricas de PINP foi realizada usando
kit humano comercial para RIE®. O protocolo recomendado pelo fabricante para

a realizacdo das mensuracdes nao foi alterado. O RIE € um teste competitivo,

onde a amostra para a dosagem do PINP (50ul de soro, em duplicata) compete

® Procollagen PINP, Orion Dagnostica, Espoo, Finlandia
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com o PINP marcado com o I**® pelos sitios de ligacéo ao anticorpo policlonal
de coelho anti-PINP. A contagem da radioatividade do anticorpo ligado e
marcado foi obtida pela utilizacdo de contador gama automatico, calibrado

automaticamente para I*?°

e tempo de contagem de um minuto. Os resultados
foram obtidos automaticamente, pelo uso de programa especifico de
computador, acoplado ao contador gama e impressora. A porgao livre (n&o
ligada) do PINP marcado é inversamente proporcional a concentracado do PINP
da amostra teste. Todas as amostras foram mensuradas em duplicata e as
concentracdes foram calculadas pela média da mensuracdo das amostras em
duplicata. As amostras em duplicata com coeficiente de variagdo maior que
15% foram excluidas da analise deste estudo. O teste detecta concentracdo de
PINP de humanos entre 0 e 250 ng/ml, com sensibilidade minima descrita de 2
ng/ml.

Mensuracéo do ICTP

A mensuragdo das concentracdes séricas de ICTP foi realizada através
usando-se kit humano comercial para RIE. O protocolo recomendado pelo
fabricante para a realizacdo das mensuracfes nao foi alterado. O RIE é um
teste competitivo, onde a amostra para a dosagem do ICTP (50ul de soro, em
duplicata) compete com o ICTP marcado com o iodoradiotivo (1'*) pelos sitios
de ligacdo ao anticorpo policlonal de coelho anti-ICTP. A contagem de
radioatividade do anticorpo ligado e marcado foi obtida pela utlizacdo de

contador gama automatico, calibrado automaticamente para *?°

e tempo de
contagem de um minuto. Os resultados foram obtidos automaticamente, pelo
uso de programa especifico de computador, acoplado ao contador gama e
impressora. A porcao livre (ndo ligada) do ICTP marcado é inversamente
proporcional a concentragdo do ICTP da mostra teste. Todas as amostras
foram mensuradas em duplicata e as concentracdes foram calculadas pela
média da mensuracdo das amostras em duplicata. As amostras em duplicata
com coeficiente de variacdo maior que 15% foram excluidas da analise deste
estudo. O teste detecta concentracdo de ICTP de humanos entre 0 e 50 pg/l,
com sensibilidade minima descrita de 0,4 pg/l.

Mensuracéo da Osteocalcina

1% Collagen ICTP, Orion Dagnostica, Espoo, Finlandia
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A mensuracdo das concentracdes séricas de osteocalcina foi realizada
usando kit humano comercial para o teste imunoradiométrico (RIMA):. O
protocolo recomendado pelo fabricante para a realizagdo das mensuragfes nao
foi alterado. O RIMA é um teste ndo competitivo, onde a osteocalcina a ser
testada forma um "sanduiche" entre os dois anticorpos. O primeiro anticorpo
esta ligado as paredes dos tubos. O outro anticorpo é radioativamente marcado
para a deteccdo. A osteocalcina presente nas amostras, padrées e controles
esta ligada a dois anticorpos e formam um complexo "sanduiche". A contagem
da radioatividade deste complexo foi obtida pela utilizacdo de contador gama

automatico, calibrado automaticamente para 1'%

e tempo de contagem de um
minuto. Os resultados foram obtidos automaticamente, pelo uso de programa
especifico de computador, acoplado ao contador gama e impressora. As
por¢cdes nao ligadas sdo removidas por decantacdo e lavagem dos tubos.
Todas as amostras foram mensuradas em duplicata e as concentracdes foram
calculadas pela média da mensuracao das amostras em duplicata. As amostras
em duplicata com coeficiente de variacdo maior que 15% foram excluidas da
analise deste estudo. O teste detecta concentracdo de osteocalcina de
humanos entre 0 e 60 pg/ml, com sensibilidade minima descrita de 0,3 ng/ml.

Coeficiente de Variagcao

A média, o desvio padrdo e o coeficiente de variacdo (CV) da
mensuracao em duplicata das amostras foram usados para a determinacdo da
precisao intra-ensaio dos hormoénios e dos marcadores do metabolismo 6sseo
séricos. Para a determinacdo da precisao foram feitos "pool" (n=16) de cada
momento. Cada "pool" foi testado seis vezes dentro do mesmo teste. A média,
o desvio padrdo e o CV foram determinados para cada "pool" e a média do CV
dos momentos foi definido como a precisao inter-ensaio dos horménios e dos

marcadores do metabolismo 6sseo séricos.

* Osteocalcina, DSL, Texas, Estados Unidos da América
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Densitometria Mineral Ossea

A avaliacdo da densidade mineral 6ssea (DMO) da extremidade distal do
radio direito foi realizada pela técnica de densitometria 6ptica em imagens
radiogréaficas, conforme descrito na literatura (RAHAL et al., 2002; VULCANO
et al., 1998), em quatro momentos. Para melhor analise sequencial dos valores
densitomeétricos, padronizou-se a selecdo da regido da metafise localizada
5mm acima da cicatriz epifisaria.

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 radiolégico foram utilizados filmes radiogréficos*® e chassis
18x24cm equipados com écrans de terras raras. Paralelamente e distante 3cm
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. O phantom era constituido de vinte degraus, sendo
0 primeiro com 0,5mm de espessura, variando em seguida de 0,5 em 0,5mm
até o vigésimo degrau, tendo cada degrau uma area de 225mm?.

O aparelho de raios-X*? utilizado foi calibrado a uma distancia foco-filme
de 90cm e, em todos os procedimentos radiograficos, 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
término do experimento. Para os processos de revelacdo' e fixacdo™ do filme
radiogréfico, foi utilizada uma processadora automatica padréo®®.

Apés a obtencdo das imagens radiograficas, as mesmas foram

digitalizadas, utilizando-se um Scanner HP Scanjet 4C, com um adaptador para

¥ TUR D 800, 500 Ma.

4 Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda.
15 Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda.
' Macrotec.
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transparéncia HP Scanjet 4C. Uma vez digitalizadas, por meio um programa
HP Deskscan, as imagens foram armazenadas em 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 utilizada para a leitura densitométrica sédo descritas a
sequir:

1- Identificacdo do paciente com dados referentes ao nome, cddigo do
exame, raca, idade, peso e data.

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

3- Localizagao 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- Localizagdo da cicatriz epifiséria da extremidade distal do radio, com o
posicionamento do eixo sobre esta estrutura.

7- Marcacdo 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 0ssea.

8- Delimitacdo de uma "janela" para realizacdo da leitura da densidade
mineral Ossea. Primeiramente os limites laterais da janela foram
sobrepostos a porgdo mais externa das extremidades laterais do radio.
Em seguida, estabeleceu-se a altura da "janela" que correspondeu a
metade da largura obtida anteriormente. Por ultimo, aumentaram-se
mais 4mm da largura da "janela" para abranger parte dos tecidos moles
adjacentes, propiciando, assim, a analise densitométrica.

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

10-Calculo da densidade mineral 6ssea em mmAl, a partir da regiao

selecionada e adequado mapeamento das partes moles.

'8 Athenas — Sistema de Inteligéncia Avancada — S&o José dos Campos



125

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

foi obtido por meio do célculo da média dos nove valores.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	COMISSÃO EXAMINADORA
	EPÍGRAFE
	AGRADECIMENTOS
	LISTA DE TABELAS
	SUMÁRIO
	RESUMO
	ABSTRACT
	INTRODUÇÃO
	REVISÃO DE LITERATURA
	ARTIGO 1 - Marcadores séricos do metabolismo ósseo em gatos
	ARTIGO 2 - Homeostase do Cálcio no Hipertireoidismo Felino
	ARTIGO 3 - Marcadores séricos do metabolismo ósseo no hipertireoidismo felino
	DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	BIBLIOGRAFIA
	ANEXOS



