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RESUMO

Observou-se significativo aumento de atividade das formas ativas das metaloproteinases —2 ¢ -9 em gatos
com tirotoxicose induzida e desmineralizacdo dssea. As formas pro6 e intermedidria da metaloproteinase —
2 elevaram-se com 14 dias de administragdo hormonal, porém, posteriormente, houve uma tendéncia de
queda. Observou-se correlagdo negativa entre a forma ativa das metaloproteinases de matriz -2 e -9 e a
densidade mineral 0ssea da extremidade distal do radio. Os resultados sugerem aumento da degradacdo da
matriz coldgena secundaria com a elevagdo dos hormonios tiroidianos.
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ABSTRACT

Significant increase of activity of active forms of matrix metalloproteinases —2 and —9 in cats under
induced thyrotoxicosis and bone demineralization was observed. Pro and intermediated forms of matrix
metalloproteinases —2 and —9 increased at 14 days of hormonal treatment, followed by decrease
tendency. A negative correlation between active forms of matrix metalloproteinases —2 and —9 and bone
mineral density of radius distal extremity was also observed. The results suggest an increase of collagen
matrix degradation secondary to high levels of thyroid hormones.
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INTRODUCAO podem  ser caracterizadas, tais = como
desmineralizacdo Ossea, hipercalcemia,
O hipertiroidismo felino é uma alteragdo clinica hiperfosfatemia (Peterson et al., 1983),
multissistémica  resultante  da  excessiva diminuicdo do paratormonio circulante e
concentragdo de horménios tiroidianos, sendo aumento da fosfatase alcalina de origem oOssea
atualmente considerado o disturbio enddcrino de (Archer e Taylor, 1996; Foster e Thoday, 2000) e
maior incidéncia em felinos domésticos niveis de osteocalcina (Archer e Taylor, 1996).
(Peterson et al., 1983; Thoday et al., 1992;
Broussard et al, 1995). Alteracdes no Em humanos, as alteragdes sobre o metabolismo
metabolismo 6sseo em gatos com tirotoxicose 0sseo também sdo amplamente descritas nos
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casos de tirotoxicose (Mosekilde et al., 1990). A
caracterizagdo e o tratamento precoce dos efeitos
dos horménios tiroidianos sobre o tecido dsseo
assumem grande importdncia e previnem a
ocorréncia de fraturas patoldgicas (Jodar et al.,
1997). A reposi¢do hormonal em excesso em
pacientes com hipotiroidismo, principalmente em
mulheres apo6s a menopausa, pode produzir um
estado hipermetabolico idéntico ao observado na
tirotoxicose enddgena, também promovendo um
remodelamento 6sseo exagerado (Fallon et al.,
1983; Jodar et al., 1997).

Estudos experimentais com indugdo a um estado
de tirotoxicose foram desenvolvidos em
humanos (Lukensmeyer et al., 1970), céles
(Adams e Jowsey, 1966) e ratos (Kung e Ng,
1994; Pereira et al., 1999; Serakides et al., 2000),
nos quais também foi possivel demonstrar
alteracdes no metabolismo 0Osseo, assim como
ocorre no hipertiroidismo endogeno.

O processo de reabsor¢do oOssea ¢ mediado
diretamente por osteoclastos, entretanto a
degradacdo da matriz 6ssea ¢ mediada pela
secre¢do de proteases produzidas pelos
osteoblastos. Esses dois processos estdo
intimamente relacionados e regulados, uma vez
que os agentes que modificam a reabsor¢do do
tecido Osseo  freqiientemente alteram a
degradacdo do colageno dsseo por mudangas na
expressdo das metaloproteinases de matriz
(MMP) e seus inibidores (Pereira et al.,1999).

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

Agentes que sabidamente aumentam a
reabsor¢do Ossea promovem maior sintese das
MMP -2 e -9 pelos osteoblastos (Lorenzo et al.,
1992; Kusano et al., 1998; Guo et al., 2005). Em
ratos, os hormonios tiroidianos em excesso
proporcionaram aumento na expressdo das MMP
—2 ¢ -9, sendo este fato possivelmente associado
a degradacdo da matriz colagena e a ocorréncia
de osteopenia (Pereira et al., 1999).
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As MMP -2 ¢ -9 tém sido alvo freqiiente de
estudos por atuarem na degradacdo da membrana
basal, favorecendo processos de invasdo tumoral
e metastases (Kugler, 1999; Mook et al., 2004).
Além disso, essas enzimas estdo envolvidas em
processos de diferenciagcdo celular, apoptose e
angiogénese, estando diretamente envolvidas no
prognostico de diferentes processos neoplasicos
(Mook et al., 2004). Nas espécies canina
(Loukopoulos et al., 2003) ¢ felina (Jankowski et
al., 2002; Sorensen et al., 2004), foi comprovado
aumento da atividade dessas metaloproteinases
de matriz em processos neoplasicos de carater
maligno, entretanto informagdes sobre o papel
dessas enzimas nos casos de excesso dos
horménios tiroidianos nessas espécies nao foram
descritas até o0 momento.

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
das MMP -2 e -9 em gatos domésticos
induzidos a tirotoxicose experimental e com
desmineraliza¢do 6ssea concomitante, bem como
avaliar o papel dessas enzimas no processo de
remodelamento da matriz colagena.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados cinco gatos domésticos,
adultos, sem distingdo de sexo ou raca e sem
alteragdes clinicas ou laboratoriais que pudessem
interferir na realizagdo da pesquisa. Animais em
fase de crescimento, castrados e fémeas gestantes
foram excluidos do grupo experimental. Apos a
sele¢do, os animais foram alojados em um gatil
com acesso ao sol, sendo administrada
alimentag@o (ragdo seca) e agua a vontade. Apos
a realizagdo do experimento, os gatos passaram
por um periodo de desintoxicacdo de 10 dias.

Para inducdo ao estado de tirotoxicose,
administraram-se, por via oral, comprimidos com
150pg de levotiroxina sodica a cada 24 horas
durante 42 dias. Semanalmente, os gatos eram
pesados e as doses para cada animal eram
reajustadas conforme a necessidade. Todos os
dados experimentais foram colhidos
imediatamente antes do inicio da administracdo
do medicamento (MO0), sendo realizadas
posteriormente novas avaliagdes das variaveis a
cada 14 dias, at¢ o término do periodo
experimental (M3).

A dosagem dos niveis séricos dos hormonios
tiroidianos (T4 livre e T4 total) foi obtida em
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todos os momentos, pela técnica de
radioimunoensaio em fase sélida, utilizando-se
conjunto de reagente comercial sem qualquer
tipo de extragdo quimica ou processo de
purificagdo, tendo como elemento radioativo

tracador o lodo'®.

A avaliacdo da densidade mineral Ossea foi
realizada pela técnica de densitometria 6ptica em
imagens radiograficas, conforme previamente

descrito na literatura (Vulcano et al., 1998; Rahal
et al., 2001; Vulcano, 2001). A area avaliada foi
a extremidade distal do radio direito e, para
melhor andlise  seqiiencial dos  valores
densitométricos, padronizou-se a selecdo da
regido da metafise localizada Smm acima da
cicatriz epifisaria em todos os animais e em
todos o0s momentos experimentais, sendo
posteriormente feito o calculo da densidade
mineral ossea (Fig. 1).

GODEHEIT W
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Figura 1. Selegdo da regido da extremidade distal do radio de felino com tirotoxicose induzida (esquerda)

e mensuragdo da densidade mineral 6ssea (direita).

Para a realizagdo da zimografia de proteinas (Fig.
2), aliquotas com 1pl de soro foram submetidas a
eletroforese sob condi¢des ndo redutoras (100V a
4°C) em gel de poliacrilamida a 8%, contendo
0,1% de gelatina. Apos a eletroforese, os géis
foram lavados em Triton X-100 2,5%, duas
vezes por 15 minutos. Posteriormente, os géis
foram novamente lavados duas vezes com o
tampdo Tris-HCI 50Mm pH 8,4 por cinco
minutos, sendo em seguida incubados por 14
horas a 37°C no mesmo tampao contendo 5Mm
de cloreto de calcio e 1uM de cloreto de zinco.
Apds a incubagdo, os géis foram corados com
Comassie Brilhant Blue 0,25%, possibilitando a
visualizagdo da atividade gelatinolitica das MMP
—2e-9.

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

Para a analise estatistica das varidveis estudadas,
utilizou-se o teste de regressdao. A associagdo
entre as variaveis nos diferentes momentos foi
realizada por testes de correlagdo linear de
Pearson, sendo considerados significativos os
valores com probabilidade menor que 5%.

'Pharmacia Biotech - Uppsala, Suécia.
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Figura 2. Aumento da atividade da forma ativa da MMP-2 (62kDa, seta) nos momentos 1, 2 e¢ 3
comparado ao momento inicial (M0) em felinos com tirotoxicose induzida.

RESULTADOS

O protocolo utilizado para a indugdo ao
hipertiroidismo foi eficaz, ocorrendo por
elevagdo significativa dos niveis séricos de T4
livre e T4 total. Esse aumento, detectado ja no
primeiro momento avaliado ap6s o inicio da
administracdo exogena de levotiroxina sodica,
manteve-se alto até o término do periodo
experimental (Fig. 3 e 4). Houve queda dos
valores séricos de T4 livre aos 42 dias de
tratamento, porém continuaram acima dos
valores observados no momento inicial (Fig. 3).
Os niveis séricos de T3 total ndo apresentaram
variagdo significativa durante o periodo
experimental.

Associada a tirotoxicose promovida, observou-se
queda da densidade mineral oOssea da
extremidade distal do radio direito dos animais
nos demais momentos ap6s o inicio da
administragdo hormonal de levotiroxina sodica

(Fig. 5).

Testes para padronizagdo da técnica de
zimografia em gelatina foram realizados, sendo
utilizados para avalia¢do uma aliquota de 1ul das
amostras séricas e um periodo de incubagdo de
14 horas. Essa metodologia demonstrou ser
eficaz para a demonstracdo das formas pro,
intermediaria e ativa da MMP-2 (75kDa, 66kDa
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e 62kDa, respectivamente) ¢ da forma ativa da
MMP-9 (83kDa), sem provocar saturagdo de
nenhuma banda.

A forma ativa da MMP -2 apresentou uma
tendéncia de elevagdo apds o inicio da
administracdo hormonal, e este fato perdurou até
o final do protocolo experimental (Fig. 6). As
formas pré-enzima e intermedidria da MMP-2
apresentaram-se elevadas com 14 dias de
tratamento quando comparadas ao momento
inicial, porém posteriormente houve tendéncia de
queda (Tab. 1).

A forma ativa das MMP -2 e —9 apresentou uma
expressiva correlagdo negativa com os valores da
densidade mineral 6ssea da extremidade distal do
radio dos gatos no primeiro momento
experimental (P<0,05), com 14 dias de
administragdo hormonal (Tab. 2).

Anteriormente a administragio hormonal, era
presente uma fraca correlagdo negativa entre os
niveis séricos da forma intermediaria da MMP —
2 e 0s resultados densitométricos.
Posteriormente, nos  demais = momentos
experimentais, passou a ser observada uma
correlagdo positiva entre essas variaveis, sendo
esta de significancia estatistica (P<0,01) aos 42
dias de experimento (Tab. 2).
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Figura 3. Regressdo dos valores médios de T, livre em gatos com tirotoxicose experimental.
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Figura 4. Regressdo dos valores médios de T, total (ng/dl) em gatos com tirotoxicose experimental.
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Figura 5. Regressdo dos valores médios de densidade mineral 6ssea em gatos com tirotoxicose
experimental.
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Figura 6. Regressdo dos valores médios da forma ativa MMP —2 em gatos com tirotoxicose experimental.

Tabela 1. Valores médios da densidade Optica integrada e desvio-padrdo das formas pré-enzima e
intermediaria da metaloproteinase de matriz —2 em gatos com tirotoxicose induzida segundo o periodo de

avaliacao

Inicio do

Variavel 14 dias 28 dias 42 dias

tratamento
MMP -2 75kDa

7471+£3341 1443249219 821449566 12075+8329
Forma pré-enzima
MMP -2 66kDa

2065549373 24974411169 24467+8151 11386+10813
Forma intermediaria
MMP -9 83kDa

2818+1260 7159+3524 495142464 511843363
Forma ativa

MMP: metaloproteinases de matriz.

Tabela 2. Valores da associagdo entre a densidade mineral dssea e as metaloproteinases de matriz em
gatos com tirotoxicose induzida segundo o periodo de avaliagdo

Variavel Inicioldo 14 dias 28 dias 42 dias
tratamento
DMO x MMP—2 75kDa 20,45 20,42 0,39 0.28
DMO x MMP-2 66kDa 0,17 0,28 0,51 0,93
DMO x MMP-2 62kDa 0,37 -0,98' 0,63 -0,06
DMO x MMP-9 83kDa -0,19 -0,912 0,15 0,01

'P<0,01; 2P<0,05. DMO: densidade mineral 6ssea; MMP: metaloproteinases de matriz.

DISCUSSAO

Como nesta pesquisa, outros  autores
conseguiram promover indugdo experimental a
tirotoxicose a partir da administragdo oral de
levotiroxina sddica. Sdo descritos trabalhos em
ratos (Kung e Ng, 1994; Pereira et al., 1999;
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Serakides et al., 2000) e cdes (Adams e Jonsey,
1966), nos quais também foi possivel a
demonstragdo de alteragdes do metabolismo
0sseo. Os maiores valores médios dos niveis
séricos de T4 livre foram observados nos
momentos com 14 e 28 dias apods inicio da
suplementagdo de levotiroxina sodica, havendo
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um decréscimo no ultimo momento avaliado.
Uma inibi¢ao da produgdo enddgena é observada
apds inicio da suplementagdo hormonal em
humanos, fato este também caracterizado nos
gatos utilizados neste experimento, uma vez que
a dose administrada foi sempre constante. Os
valores de T4 total permaneceram elevados ¢ em
patamares constantes durante todos os momentos
avaliados posteriormente ao inicio do tratamento
hormonal. A discreta alteragdo observada nos
niveis séricos de T3 total também pode, segundo
Thoday e Mooney (1992), estar presente com
freqiiéncia no hipertiroidismo felino de origem
endogena.

A técnica de densitometria Optica em imagens
radiograficas demonstrou ser util e de facil
realiza¢@o, conforme ja previamente relatado em
cdes (Vulcano et al., 1998), gatos (Rahal et al.,
2001) e cavalos (Vulcano, 2001). Foi possivel
uma observagdo precisa do quadro de perda de
massa Ossea, assim como um acompanhamento
periodico das alteragdes da densidade mineral
Ossea ao longo do experimento.

As semelhancas nas alteragdes no tecido 6sseo
na tirotoxicose de origem exdgena e endogena
em humanos, conforme descrito por Fallon et al.
(1983), em mulheres submetidas a uma reposi¢do
hormonal excessiva, levam a considerar que fato
semelhante ocorra nos gatos domésticos. Dessa
forma, possivelmente a desmineralizacdo 6ssea e
a maior ativagdo das MMPs -2 e -9, observadas
nos animais do presente estudo, também
ocorrerao de forma semelhante  no
hipertiroidismo felino de origem enddégena.

Os resultados observados, semelhantes aos ja
relatados por Pereira et al. (1999) ap6s estudo em
ratos, sugerem o  envolvimento  das
metaloproteinases —2 ¢ -9 no processo de
desmineralizagdo Ossea também na espécie
felina. Os gatos com tirotoxicose induzida
apresentaram maior atividade das MMP -2 e -9,
estando este achado possivelmente
correlacionado a promocdo de maior degradacao
da matriz colagena do tecido 6sseo.

Alta correlagdo negativa foi verificada entre as
formas ativas das MMP -2 e -9 e a densidade
mineral 6ssea com 14 dias de administragao
hormonal, momento em que também se observou
maior amplitude de desmineralizagdo do tecido
osseo. Tal fato demonstra a rapida agdo dessas
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MMPs na ocorréncia de tirotoxicose, sendo um
fator agravante nos processos de osteoporose
secundaria em pacientes com hipertiroidismo,
conforme ja descrito em ratos (Pereira et al.,
1999).

A forma intermediaria da MMP -2, em um
primeiro momento, apresentou-se elevada,
entretanto, com 42 dias de indu¢do ao estado de
tirotoxicose, caracterizaram-se 0S menores
valores médios desse precursor, observando-se
também uma correlacdo positiva com os valores
densitométricos. Tal fato justifica-se pela
elevagdo significativa da forma ativa dessa
enzima durante todo o periodo experimental,
promovendo uma alta taxa de conversdo da
forma intermediaria.

Pode-se concluir que a desmineralizagdo dssea
secundaria a tirotoxicose promoveu aumento da
atividade das MMP -2 e -9 em gatos. Além do
importante papel dessas enzimas em diferentes
processos neoplasicos, conforme previamente
descrito na medicina veterinaria (Jankowski et
al., 2002; Loukopoulos et al., 2003; Sorensen et
al., 2004), vale ressaltar a importancia da
avaliacdo do papel das metaloproteinases de
matriz -2 e -9 em diferentes processos que
promovam desmineralizagdo Ossea, entre estas o
hipertiroidismo, para melhor esclarecimento dos
aspectos fisiopatologicos dessa enfermidade na
espécie felina.
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