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Marcadores do metabolismo 6sseo em gatos

Bone metabolism markers in cats

Mauro José Lahm Cardoso'* Fabiano Séllos Costa" Lucy Marie Ribeiro Muniz"
Maira Melussi'V Maria Aparecida Valério'

RESUMO

A formagdo e reabsorcdo 6ssea sdo processos
continuos no organismo e uma das maneiras de avaliar as
alteracdes, a intensidade ou alteragdes desse processo é pela
mensuragdo dos marcadores do metabolismo 6sseo no soro
ou na urina. Os objetivos deste estudo foram identificar se os
testes comerciais para detectar osteocalcina (OC), peptideo
aminoterminal do procolageno tipo | (PINP) e telopeptideo
carboxiterminal do colageno tipo | (ICTP) em seres humanos
podem ser utilizados em gatos; e mensurar os valores de OC,
PINP e ICTP e correlaciona-los com a densitometria mineral
6ssea (DMO) em gatos adultos jovens. As médias das
concentragdes séricas da OC e do ICTP obtidas foram,
respectivamente, 0,15+0,03ng mL* e 8,59+5,78ng mL*. A
média (+DP) da DMO apresentada foi 1,40+0,23mmAl. Os
marcadores do metabolismo désseo apresentaram baixa
correlac@o entre si e com a DMO. Este estudo concluiu que o
teste comercial para mensuragdo da OC e ICTP em seres
humanos podem ser utilizados em gatos, e o teste comercial
para mensuracdo do PINP em seres humano ndo é viavel para
essa espécie.

Palavras-chave: marcadores, metabolismo, 0sso, osteocalcina,
ICTP.

ABSTRACT

Bone formation and resorption are continuous
processes and a tool to evaluate alterations these activities is to
measure seric or urinary markers of bone metabolism. The
aims of this study were to identify if commercial sets available

to detect human osteocalcin, (OC) amino-terminal propeptides
of procollagen type | (PINP), type-1 collagen carboxi-terminal
telopeptide (ICTP) are also available for usage in domestic
cats; measure seric levels of OC, PINP and ICTP; correlate
findings with bone mineral density (BMD) in young adult cats.
OC and ICTP means (£SD) was 0.15+0.03ng mL* and
8.59+5.78ng mL?, respectively. BMD while 1.40+0.23mm Al.
Bone metabolism markers showed low correlation between then
and also BMD. This paper concludes that commercial sets
designed for OC and ICTP measures in humans may be used
for same purpose in cats to evaluate bone metabolism activity
alterations and that kits used for PINP in human should not be
used to evaluate in cats.

Key words: markers, metabolism, bone, osteocalcin, ICTP.

INTRODUCAO

A mensuracdo dos marcadores do
metabolismo 6sseo quantifica em tempo real a atividade
de formacgdo ou reabsorcdo das células ésseas,
enquanto a densitometria mineral e as radiografias
6sseas ndo o fazem em tempo real (COLEMAN, 1994).
Diferentemente de biopsias 6sseas repetidas,
mensuracdes dos marcadores 4sseos séricos ou
urinarios nédo interferem no metabolismo ésseo
(ALLEN, 2003).
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Os marcadores bioquimicos da remodelagao
6ssea podem ser divididos em: de formacgdo e de
reabsorcdo 6ssea e podem ser dosados tanto no
sangue, como na urina (DELMAS et al., 1993). Os
marcadores bioquimicos do remodelamento (turnover)
0sseo sdo enzimas sintetizadas por osteoblastos e
osteoclastos, ou compostos orgéanicos liberados
durante a sintese e reabsorgao da matriz dssea (SEIBEL,
2000). O objetivo da mensuragéo dos marcadores do
metabolismo dsseo é a correlagdo das concentragdes
séricas ou urinarias com a atividade dos osteoblastos
(formac&o) e dos osteoclastos (reabsor¢do) (ALLEN,
2003).

Os marcadores da formag&o 6ssea incluindo
a osteocalcina (OC), a fosfatase alcalina total (FAT), a
fosfatase alcalina 6ssea (FAQ), o peptideo
carboxiterminal do procolageno tipo | (PICP) e o
peptideo aminoterminal do procoldgeno tipo | (PINP)
sdo detectados somente no soro. Os marcadores da
formacdo dssea incluindo a fosfatase &cida tartarato
resistente (TRAP) e o telopeptideo carboxiterminal do
colageno tipo | (ICTP), a piridinolina (U-PYD),
deoxipiridinolina (U-DPD), a hidroxiprolina (U-HYP), a
porcao aminoterminal do procolageno | (U-NTX) e a
porcdo carboxiterminal do procolageno | (U-CTX)
podem ser detectados no soro ou na urina (DELMAS,
2001; ALLEN, 2003).

A sensibilidade e especificidade dos
marcadores da formagdo e da reabsorgdo Gssea em
animais necessitam de comprovacgdo, portanto sdo
necessarios trabalhos que correlacionem as
concentragbes destes com os achados da
histomorfometria e da densitometria mineral dssea
(DMO). O hipertireoidismo felino, conforme descrito
por COSTA (2002), pode provocar diminui¢do da
densidade mineral 6ssea; entretanto, este trabalho néo
correlacionou os marcadores do metabolismo 6sseo
com as alteracdes da densitometria 6ssea. Foi realizada
recentemente a mensuragdo na urina e no soro de
marcadores da formacé&o e reabsorcdo 6ssea em gatos
(DELAURIER etal., 2004).

Em relacdo a radiografia simples, a DMO,
além de detectar a osteopenia, possui a vantagem de
melhorar a identificacéo e a quantificacdo das alteragdes
regionais ou sistémicas (ALLEN et al., 2000), porém
poucos centros veterinarios utilizam esse meio
diagndstico na pratica clinica. Um dos inconvenientes
da densitometria 6ssea é a incapacidade de distinguir
se a alteragdo foi provocada por efeitos da formacéo
ou da reabsorcdo 0ssea. J& os marcadores do
metabolismo dsseo mensurados na urina ou no soro
sdo especificos para identificar qual fase do
remodelamento 6sseo esta ocorrendo, ou seja, formagao
ou reabsorgdo (ALLEN, 2003).

Os objetivos deste estudo foram identificar
se 0s testes comerciais para detectar osteocalcina (OC),
peptideo aminoterminal do procolageno tipo | (PINP) e
telopeptideo carboxiterminal do colageno tipo | (ICTP)
em seres humanos podem ser utilizados em gatos; e
mensurar os valores de OC, PINP e ICTP e correlacioné-
los com a densitometria mineral dssea (DMO) em gatos
adultos jovens.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em 14 gatos sem raca
definida, sendo nove fémeas e cinco machos, néo
castrados, com idade entre um e trés anos. O estudo
esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinria e Zootecnia-
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, S&o Paulo (SP).

Os animais permaneceram em gaiolas
individuais de ferro esmaltado, foram alimentados com
racao seca comercial e 4gua a vontade e dispunham de
local para movimentacdo. Os animais estavam
vacinados, vermifugados e livres de ectoparasitas.

As coletas de sangue, para obtencdo do
soro, foram realizadas entre nove e 10 horas da manha,
paraminimizar avariagdo (LIESEGANG etal., 1999). As
amostras de sangue obtidas da veia jugular foram
colocodas em tubos contendo gel ativador de coagulo
e centrifugadas a 2000 x giros, por 10 minutos, em menos
de uma hora apds a coleta. Em seguida, fracionava-se
0 soro obtido em cinco frascos de 1,2mL para
congelamento a -70°C, em freezer, até o momento da
realizagdo dos testes.

Para a mensuragdo das concentracdes
séricas do PINP (Procollagen PINP, Orion Dagnostica,
Espoo, Finlandia), do ICTP (ICTP, Orion Dagnostica,
Espoo, Finlandia) e da osteocalcina (Osteocalcina, DSL,
Texas, USA), utilizaram-se testes comerciais humanos.
Os protocolos recomendados pelos fabricantes para a
realizacdo das avaliagBes foram seguidos. Mensuraram-
se todas as amostras em duplicata e obteve-se a
concentracéo a partir da média dos resultados. Quando
o coeficiente de variacdo foi maior que 15%, nas
amostras em duplicata, estas eram excluidas do estudo.
O teste detecta concentragdo de ICTP de humanos
entre 0-50ug I'%, com sensibilidade minima de 0,4ug I
O teste detecta concentragdo de osteocalcina de
humanos entre 0-60ug ml, com sensibilidade minima
de 0,3ng ml™.

Foram utilizados a média, o desvio padrdo e
o coeficiente de variacdo (CV) da mensuragcdo em
duplicata das amostras para determinar a precisdo

Ciéncia Rural, v.40, n.8, ago, 2010.



Marcadores do metabolismo Gsseo em gatos. 1767

intraensaio dos marcadores do metabolismo 6sseo
séricos e a média do CV para a precisédo interensaio.
Para a determinacdo da precisdo, foram feitos pool
(n=16) das amostras e este foi testado seis vezes dentro
do mesmo teste.

A avaliacdo da densidade mineral 6ssea
(DMO) da extremidade distal do radio direito foi
realizada pela técnica de densitometria dptica em
imagens radiograficas por RAHAL et al. 2002), em
quatro momentos. Para melhor anélise sequencial dos
valores densitométricos, padronizou-se a selecdo da
regido da metafise localizada 5mm acima da epifise.

A analise estatistica das variaveis foi
realizada considerando-se a técnica de andlise de
variancia para medidas repetidas, o teste de Fisher e o
teste de Tukey. Para a interpretacdo das letras, deve-se
considerar que duas médias seguidas pelo menos de
uma mesma letra ndo diferem com nivel de 5% de
significancia. Para o estudo da correlagdo entre as
variaveis, utilizou-se o coeficiente de correlagdo linear
de Pearson.

RESULTADOS

Os resultados das concentragdes séricas da
osteocalcina e do ICTP séricos e dos valores da DMO
estdo descritos na tabela 1. Os testes comerciais para
mensuragdo da osteocalcina e do ICTP em soro humano
detectaram esses marcadores no soro felino. O teste
para mensuragéo do PINP humano néo detectou o PINP
no soro felino. Os marcadores do metabolismo 6sseo
apresentaram baixa correlacdo entre si e com a DMO.
Os marcadores do metabolismo dsseo apresentaram
baixa correlacdo (Tabela 2) com a DMO (-0,15 com a
osteocalcina e -0,06 com o ICTP) e isso também ocorreu
entreaOCe o0 ICTP, em que a correlagdo foi de -0,21. O
coeficiente de variagdo (CV) das amostras medidas em
duplicatas foi usado para a determinagao da precisao
intraensaio. O CV para OC e ICTP foram,
respectivamente, de 8,13 e 4,96. O CV do pool de
amostras da OC e do ICTP foram, respectivamente, de

Tabela 1 - Média, desvio padrdo e intervalo da concentracdo
sérica da osteocalcina (OC) e do telopeptideo
carboxiterminal do colageno tipo | (ICTP) e valores
da densidade mineral 6ssea (DMO) em milimetros de
aluminio (mmAl), em gatos sadios (n=14).

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

Tabela 2 - Correlagdo entre os marcadores bioquimicos do
metabolismo dsseo e a densidade mineral dssea em
gatos sadios (n=14).

DMO oC ICTP
Densidade mineral 6ssea (DMO) - -0,15  -0,06
Osteocalcina (OC) - - -0,21

Telopeptideo carboxiterminal do
colageno tipo | (ICTP)

10,99 e 3,65 e o coeficiente de variagdo das amostras
foram definidas como a precisdo interensaio para cada
ensaio.

DISCUSSAO

Embora haja descri¢bes da mensuracao dos
marcadores do metabolismo 6sseo em gatos (ARCHER
& TAYLOR, 1996; DELAURIER etal., 2004), é aprimeira
vez que sdo correlacionados marcadores do
metabolismo 6sseo com a densitometria mineral 6ssea
nessa espécie.

Os resultados da OC descritos por ARCHER
& TAYLOR (1996) variaram de zero a 0,25ng ml?,
enquanto neste estudo o intervalo foi de 0,12-0,19ng
ml* (média 0,15ng ml?). Essa diferenga provavelmente
é decorrente da idade dos gatos visto que ARCHER &
TAYLOR (1996) usaram animais com trés a 18 anos de
idade, enquanto que na presente pesquisa essa
variabidade etaria foi menor, de um a trés anos.

Em cées com idade entre um e dois anos e
entre trés e sete anos, foi encontrada concentragdo
sérica de osteocalcina de 13,62ng mL* e 4,9ng mL?,
respectivamente (ALLEN etal., 1998). Os valores séo
superiores aos descritos em gatos e esse fato
provavelmente é decorrente do fim do crescimento do
esqueleto, que em gatos ocorre aproximadamente aos
nove meses de idades, idade do fechamento completo
das placas de crescimento (DELAURIER et al., 2004).
No entanto, segundo esses mesmos autores, a
maturidade do esqueleto de gatos acontece por volta
dos dois anos, época em que ocorre reducdo dos
marcadores da formagéo Ossea. Para comprovar essa
hip6tese, seria necessario um estudo dos marcadores
6sseos em gatos com idade inferior a 12 meses. Outro
fator que deve ser ressaltado foi o fato de ter sido
utilizado teste especifico para cées, para a mensuragao
da OC em cdes, enquanto que, nos gatos, se utilizou
teste para osteocalcina humana. O teste comercial para
osteocalcina de cdes ndo estd disponivel
comercialmente.

A conservacdo da capacidade de deteccéao
pelos testes € um ponto critico da mensuragdo dos
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produtos da degradagdo do colageno. Porém, ja foi
descrita a capacidade de deteccdo entre o soro de
equinos e os testes para PICP e ICTP de humanos
(PRICE etal., 1995; PRICE et al., 2001) e entre 0 soro
canino e o teste de ICTP humano (PHILIPOV et al.,
1995; ALLEN etal., 1998). Os resultados deste estudo
confirmam que o teste comercial para detecgdo de ICTP
no soro humano pode ser usado para a mensuragao
sérica do ICTP em gatos, e isso ja havia sido descrito
tanto no soro, quanto na urina dessa espécie
(DELAURIER etal., 2004).

N&o se observou capacidade de detecgdo
do teste comercial para mensuracdo do PINP em
humanos, no soro dos gatos deste estudo, e isso ja
havia sido descrito em cdes (ALLEN et al., 1998).
Provavelmente esse evento se deve as baixas
concentracdes desse marcador nos felinos ou a
necessidade de teste espécie-especifico.

Até a realizagdo desde estudo, ndo havia
dados acerca dos valores do ICTP sérico, mensurados
por radioimunoensaio, em gatos. No entanto, havia
sido descrita a mensuragao do ICTP sérico utilizando
outros métodos, como ELISA (DEULARIER et al.,
2004), portanto a comparacao entre 0s resultados aqui
encontrados e os obtidos por esses autores ndo foi
possivel. Contudo, em cdes com idade entre um e sete
anos a concentracdo do ICTP sérico foi de 1,0a18,2ng
mL*(ALLEN etal., 1998; BREUR et al., 2004). Estes
valores sdo semelhantes aos observados nos gatos
deste estudo, onde a concentragdo sérica de ICTP foi
de 8,59+5,78ngmL*(1,51-9,92ng mL?).

Neste estudo, ndo se observou correlagdo
significativa negativa ou positivaentreaOC e 0 ICTP.
Porém, era esperado que houvesse correlagéo entre 0s
marcadores de formacdo e reabsorcdo 6ssea, fato ja
verificado em gatos (DELAURIER et al., 2004), em cées
(ALLEN etal., 2000) e em equinos (PRICE etal., 1995).
Segundo DELAURIER etal. (2004), a correlagdo indica
que, em gatos sadios com o esqueleto maturo, os
processos de formacao e reabsorcdo 6ssea poderdo
estar intimamente associados. Alguns gatos deste
estudo tinham idade inferior a dois anos, idade inferior
a época da maturidade do esqueleto (DELAURIER et
al., 2004), e esse fato pode ter contribuido com a falta
de correlagdo. Em cdes com esqueleto imaturo, ndo ha
associagdo entre absorcéo e reabsorgdo 6ssea (ALLEN
et al., 2000) e isso pode ter ocorrido neste estudo.

A DMO ¢é uma técnica padrdo-ouro de
avaliacdo da atividade das células 6sseas (DELAURIER
etal., 2004) que neste estudo nédo apresentou correlacéo
comaOC e o ICTP. Este resultado, provavelmente, é

decorrente do equilibrio entre a formagcéo e a reabsorcéo
6ssea em animais adultos, por acdo combinada dos
osteoblastos e osteoclastos (FROST, 1992). Se
houvesse predominio do processo de formacéo, era
esperado que houvesse correlagdo entre a OC e a DMO.
Em humanos, foi descrita a correlacdo entre os niveis
séricos da OC e a formagdo G6ssea mensurados pela
histomorfometria 6ssea (EASTELL etal., 1988) e entre
0s niveis séricos do ICTP e a reabsorcdo 6ssea
(ERIKSEN etal., 1993).

A razdo da baixa correlagéo entre a OC e 0
ICTP e entre eles e a densitometria mineral 6ssea néo
pode ser esclarecida neste estudo, pois a idade, o sexo,
araga, a dieta, 0 exercicio e as alteragGes circadianas
fazem com ocorra grande variacéo nas concentragdes
dos marcadores do metabolismo dsseo em humanos
(WATTS, 1999) no entanto, ndo foram publicados
trabalhos, em felinos, avaliando esses parametros nos
niveis séricos da OC e ICTP. Essa lacuna de
conhecimento deve ser prenchida com novos estudos.
Nesta pesquisa, foram adotadas medidas para minimizar
as alteragdes circadianas, como a realiza¢do da coleta
de sangue no mesmo horario e adaptacdo dos animais
a mesma dieta e aos mesmos cuidados gerais.

Os resultados deste estudo indicam que a
OC e 0 ICTP néo devem ser utilizados isoladamente
para avaliar o remodelamento Gsseo em gatos. Também
sdo sugeridos novos estudos utilizando outros
marcadores do metabolismo 6sseo e correlacionando-
os com a DMO e a histomorfométria, antes da utilizagéo
clinicado ICTPedaOC.

CONCLUSAO

Com este trabalho, é possivel concluir que
testes comerciais para mensuragdo da osteocalcina e
do ICTP, por RIE, em humanos, podem ser usados em
gatos com o objetivo de avaliar as alteragfes no
remodelamento ésseo, enquanto o teste para avaliagdo
do PINP néo deve ser utilizado em gatos sadios.

Além disso, conclui-se queaOCe 0 ICTP
em gatos com idade entre um e trés anos nao
apresentam correlagdo entre si, bem como coma DMO.
A mensuragdo sérica dos marcadores da formacéo
6ssea (OC) ou da reabsorcdo 6ssea (ICTP) representa
um meio simples e ndo invasivo de avaliacdo do
metabolismo Gsseo.

S80 necessarios mais estudos antes da
aplicacéo clinica dos marcadores do metabolismo 6sseo
em gatos, em virtude da baixa correlagdo entre os
marcadores e a densidade mineral 6ssea.
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