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RESUMO

Estudou-se a ocorréncia de hiperparatireoidismo secundério renal e determinaram-se as concentragdes
séricas de paratormonio intacto (PTHi-c), calcio total e fosforo em 30 cdes com insuficiéncia renal
cronica (IRC) e em 40 cdes sadios. Para a determinagdo do PTHi-c, foi utilizado o método
imunofluorométrico, com o emprego de anticorpos anti-aminoterminal (extraidos de gema de ovo da
galinha) e de anticorpos monoclonais anti-carboxiterminal (H5P10), marcados com Europium. As
concentragdes séricas de PTHi-c (717,234469,13pg/ml no grupo IRC e 36,76+34,40pg/ml no grupo-
controle; P=0,0001), calcio total (11,46+2,03mg/dl no grupo IRC e 10,11+0,91mg/dl no grupo-controle;
P=0,003) e fosforo (12,01+£8,06mg/dl no grupo IRC e 4,33+0,74mg/dl no grupo-controle; P=0,0001)
foram mais altas nos c@es com IRC. Observou-se estreita correlagdo entre PTHi-c e fosforo (r=0,56;
P=0,0006), o que ndo ocorreu entre PTHi-c e calcio. Hipercalcemia em cdes com alta concentragdo de
PTHi-c demonstrou a possivel ocorréncia de hiperparatireoidismo terciario em 11 animais. A
hiperfosfatemia pode indicar, de forma indireta, a ocorréncia de hiperparatireoidismo secundario nos caes
com IRC.
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ABSTRACT

The occurrence of renal secondary hyperparathyroidism was studied and serum intact parathormone
(PTHi-c), total calcium and phosphorus were measured in thirty dogs with chronic renal failure (CRF)
and in forty healthy dogs. The imunnofluorometric method was used for the PTHi-c assay, using anti-
aminoterminal antibodies (obtained from chicken yolk) and anti-carboxiterminal monoclonal antibodies
(H5P10), marked with Europium. Mean value + SD of serum concentration of PTHi-c was
717.23+469.13pg/ml in CRF group and 36.76+34.40pg/ml in control group (P=0.0001); for total calcium
it was 11.46+2.03mg/dl in CRF group and 10.11£0.91mg/dl in control group (P=0.003); and for
phosphorus it was 12.01£8.06mg/dl in CRF group and 4.33+0.74mg/dl in control group (P=0.0001). The
highest values were observed in CRF dogs. A positive correlation between PHTi-c and phosphorus was
observed (r=0.56; p=0.0006), and no correlation was detected between PTHi-c and total calcium. In
dogs with CRF, hypercalcemia in presence of high level of serum PTHi-c showed a possible indication of
tertiary hyperparathyroidism in 11 animals. In conclusion, hyperphosphatemia could indirectly
demonstrate the occurrence of secondary hyperparathyroidism in CRF dogs.
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INTRODUCAO

O hiperparatireoidismo secundario, que se
manifesta clinicamente sob a forma de
desmineralizacdo Ossea e alteragdes na
homeostase do calcio no decurso da insuficiéncia
renal crénica (IRC), apresenta especial interesse
na clinica de cdes e gatos. O desequilibrio do
metabolismo de calcio e de fosforo ocorre como
conseqiiéncia da gradativa perda da capacidade
funcional dos rins, o que promove estimulo da
paratiredide e aumento da secrecdo de
paratormoénio (PTH), na tentativa de manutencgao
da homeostase do calcio. O PTH promove a
desmineralizacdo o6ssea e a calcificagdo de
tecidos moles, incluindo deposicdo de calcio no
parénquima renal (Krueger e Osborne, 1995;
Krueger et al.,, 1996), o que contribui para a
perda de mais néfrons. A excessiva quantidade
de PTH circulante resulta também na diminui¢do
da eritropoiese (Cowgill, 1995), alteragdo na
fun¢do leucocitaria, lesdo de hepatocitos e
reducdo na contratilidade do musculo cardiaco
(Massry e Smogorzewski, 1997).

A hipersecrecdo de PTH ocorre em resposta a
hipocalcemia, presente nos quadros de IRC. A
estimulacdo persistente da paratiredide pode
ocasionar hiperplasia difusa (Van Vonderen et al.,
2003) e metaplasia das glandulas, que podem
assumir caracteristicas adenomatosas, tornando-
se autonomas (Krueger et al., 1996), secretando
PTH mesmo em presenga de hipercalcemia. Isto
pode ocorrer nos estadios avangados da IRC,
resultando no hiperparatireoidismo terciario
(Fukagawa et al., 1997). A hiperfosfatemia e,
principalmente, a comprovagao de
desmineralizacdo 6ssea em animais com IRC
permitem estabelecer o diagnostico provavel de
hiperparatireoidismo secundario renal (Polzin et
al., 1995). Entretanto, o diagndstico definitivo de
hiperparatireoidismo secundario e terciario deve
ser realizado pela mensuragcdo do paratormonio
intacto (PTHi) sérico concomitantemente a
avaliagdo da calcemia (Krueger e Osborne,
1995).

Os testes anteriormente utilizados, baseados na
quantificacdo de fragmentos carboxi —terminais
(35-84 C terminal) do PTH ndo permitiam
avaliar a real produ¢do de PTH em cdes com
IRC, ja que a redugdo da filtragio glomerular
promove o acumulo dos  fragmentos
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carboxiterminais inativos da molécula (Torrance
e Nachreiner, 1989b; Vieira et al., 1995).

O método imunorradiométrico, utilizado para a
deteccdo do PTH intacto humano (PTHi-hu), foi
adaptado para uso em cdes por Torrance e
Nachreiner (1989a), o que possibilitou a
mensuragdo fidedigna do PTHi canino (PTHi-c).
Segundo Rosol et al. (1995), a seqiiéncia do
DNA canino responsavel pela sintese do PTH
apresenta 88% de homologia em relagdo a
seqiiéncia humana, havendo a diferenca de
apenas dois aminoacidos, nas posi¢des 7 ¢ 16, o
que torna possivel a utilizagdo de anticorpos anti-
PTH-hu em ensaios com material proveniente de
cdes. Vieira et al. (1994) padronizaram o método
fluorométrico, que, a semelhanga do método
imunorradiométrico, promove a ligacdo dos
anticorpos especificos em dois sitios, com a
vantagem de ndo ser necessario o emprego de
material radioativo.

Considerando-se a homologia entre o PTHi-hu e
PTHi-c, conforme Rosol et al. (1995) e os
ensaios de Torrance e Nachreiner (1989a), com a
utilizacdo de anticorpos para PTHi-hu adotou—se
0 método imunofluorométrico com o objetivo de
determinar a concentragdo sérica de PTHi-c em
cdes com IRC e correlacionar esses valores com
as concentragdes séricas de calcio total e de
fosforo.

MATERIAL E METODOS

O grupo I foi constituido por 30 cdes de diversas
racas ou sem raga definida, de diferentes faixas
etarias, machos ou fémeas, atendidos em 1999-
2000 quando se confirmou a existéncia de IRC.
Como critério de inclusdo, foram levadas em
consideracdo a evolucdo clinica de mais de 15
dias e as concentragdes séricas de uréia e
creatinina de, no minimo, 80mg/dL e de
2,0mg/dl, respectivamente, apds reposi¢do
volémica. Constituiram o grupo II (controle) 40
cdes saudaveis, domiciliados, idades variaveis
entre um e 12 anos, independentemente do sexo
e da raga, nos quais se confirmou a inexisténcia
de qualquer doenga renal, neoplasia ou alteragdes
metabolicas minerais primarias por meio do
exame clinico, exame de urina, hemograma e
bioquimica sangiiinea.
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As amostras de sangue, colhidas pela manha
apos jejum de 10 horas, foram transferidas para
tubos a vacuo, isentos de ions com gel
separador', mantido & temperatura de 4°C por
duas horas. Apoés a formagdo do codgulo, os
tubos foram centrifugados em centrifuga
refrigerada® por 15min a 1500g; o soro obtido foi
dividido em duas aliquotas, mantidas a -20°C até
as determinagdes de PTHi-c, calcio total, fosforo,
albumina, uréia, creatinina e proteina total.

Para a mensuragdo do PTHi-c, foi utilizado o
método imunofluorométrico com dois sitios de
ligagdo (Vieira et al., 1994). Em uma placa de
microtitulagdo de 96 pogos® cobertos com 2pug de
antiimunoglobulina de galinha (D7P4), foram
colocados, em cada orificio, 100l do soro a ser
testado e 100ul de anticorpos antiaminoterminal
(extraido de gema de ovo de galinha, diluido a
1:50 em solugdo salina a 0,9%). A placa,
homogeneizada e incubada a 4°C por duas horas,
lavada com solugdo tampdo (50nM Tris-HCI,
pH7,4, com 0,9% NaCl, 0,05% azida sdédica e
0,05% Twen-20), adicionaram-se 200ul da
solugdo 1:500 de anticorpos monoclonais de
anticarboxiterminal (H5P10), marcados com
Europium?; homogeneizada a temperatura
ambiente por duas horas, procedeu-se a nova
lavagem para a retirada do excesso de anticorpos
nao ligados a moléculas de PTHi-c. Apds adigdo
de solugdo amplificadora, a fluorescéncia foi
mensurada em fluorémetro’. A partir dos valores
obtidos da curva padrao, calculou-se a
concentragdo final de PTHi-c de cada amostra.

Para a determinacdo do calcio total, foi utilizado
o método colorimétrico com cresolftaleina
(Sarkar et al., 1967) em analisador automatico®.
Sempre que os valores séricos de albumina
foram menores do que 3,5g/dl, realizou-se a
correcdo do calcio total, de acordo com a
formula proposta por Chew e Meuten (1982):
calcio corrigido = (célcio total - albumina sérica)
+3,5.

As determinagdes das concentragdes séricas de
fosforo e albumina foram realizadas em
analisador automatico®, de acordo com a técnica
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de molibdato de sodio (Berti et al., 1987) ¢ a
técnica de Doumas—Biggs modificada (Watson et
al., 1971), respectivamente.

Os dados foram avaliados inicialmente quanto a
distribuigdo paramétrica, utilizando-se o método
estatistico  Shapiro-Wilks.  Aqueles  que
apresentaram  distribuicdo  normal  foram
comparados por meio do teste t de Student. As
variaveis ndo paramétricas foram analisadas pelo
teste ndo paramétrico bicaudal de Mann-
Whitney. Na estimativa das correlagdes entre os
valores de PTHi-c e de calcio e fosforo séricos,
utilizou-se o teste ndo paramétrico de Spearman.
Em todos os testes, o valor de o considerado foi
de 5%. Foram utilizados os programas
estatisticos Stata ™, versio 5.0, e InSTAT,
versao 2.01, segundo Sampaio (1998).

RESULTADOS

A concentracdo sérica de PTHi nos cdes com
IRC variou de 15,0 a 1.658,0pg/ml. Em 28 dos
30 animais avaliados as concentragdes foram
mais altas do que os valores maximos obtidos
nos caes saudaveis (2,5 a 176 pg/ml). Os valores
das medianas, maximos e minimos ¢ o intervalo
de confianga (0=5%) de PTHi dos cées com IRC
e do grupo-controle sdo apresentados na Tab. 1.
Observou-se diferenca (P=0,0001) entre os
grupos.

Tabela 1. Valores da mediana, minimo e maximo
e do intervalo de confianga das concentragdes
séricas de paratormonio intacto (PTHi-c) em caes
com insuficiéncia renal cronica (grupo I) e em
cdes sadios (grupo II)

IS0 s (bt Grupo [ Grupo II

(n=30) (n=40)
Mediana 620,0a 28,5b
Valor minimo 15,0 2,50
Valor maximo 1.658,0 176,0

Intervalo de confianga 46,0 —1.497,0 4,0 —126,0

a # b (Mann-Whitney — bicaudal; P=0,0001).

As concentra¢bes séricas de calcio e fosforo
foram maiores (Tab. 2) nos animais com IRC
(P=0,003 e P=0,0001, respectivamente).
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Tabela 2. Valores da média, desvio-padrio da
média (DPM) e erro-padrao da média (EPM) das
concentragdes séricas de calcio total corrigido
(mg/dl) e de fosforo (mg/dl) em cdes com
insuficiéncia renal cronica (grupo I) e em cées

sadios (grupo II)

Calcio total corrigido Fésforo (mg/dl)

(mg/dl)

Grupol  Grupo II Grupo I Grupo II

(n=30) (n=40) (n=30) (n=40)
Meédia 11,46a 10,11b 12,01c 4,33d
DPM 2,03 0,91 8,06 0,74
EPM 0,37 0,14 1,47 0,12

a # b para o calcio (Teste ¢ de Student; P=0,0003).
¢ # d para o fosforo(Teste ¢ de Student; P=0,0001).

Com exce¢do de um animal que apresentou
hiperfosfatemia e concentragdo sérica de PTHi-c
(126pg/ml) semelhante a dos animais-controle,
todos os caes hiperfosfatémicos apresentaram
alta concentragdo de PTHi-c. Observou-se
correlagdo positiva entre as concentragdes séricas
de fosforo e de PTHi-c (r=0,56; P=0,0006) (Fig.
1), o que ndo ocorreu entre as concentragdes de
calcio total corrigido e PTHi-c (r=0,14;
P=0,2151) (Fig. 2). Entretanto, observou-se que
11 cées com IRC apresentavam hipercalcemia e
valores aumentados de PTHi.
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(Spearman, r=0,56; P=0,0006)

Figura 1. Correlacdo entre os valores das concentragdes séricas de paratormoénio intacto (PTHi) e fosforo
de cdes com insuficiéncia renal cronica (grupo I; n=30) e de cdes do grupo sadios (grupo II; n=40).
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Figura 2. Correlagdo entre os valores das concentragdes séricas de paratorménio intacto (PTHi) e célcio
total corrigido de caes com insuficiéncia renal cronica (grupo I; n=30) e de caes sadios (grupo II; n=40).
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DISCUSSAO

A alta concentracdo sérica de PTHi nos caes
com IRC confirma a condigdo de
hiperfuncionalidade das paratiredides nesses
animais. Sem essa avaliacdo, torna-se dificil
estabelecer o  diagndstico  clinico de
hiperparatireoidismo secundario renal, pois nem
sempre a desmineralizagdo Ossea ¢ detectada
clinicamente ou por meio de imagens
radioldgicas. Isto ¢ possivel somente quando
ocorre a perda de 30% a 50% da massa Ossea
(Campos et al., 2003). Nos caes com IRC, a
hiperfosfatemia permite supor a existéncia de
hipersecrecdo da paratiredide. A correlagdo
positiva observada entre as concentracdes
séricas de fosforo e de PTHi-c confirma a
hipotese e, na impossibilidade de determinagdo
de PTHi-c, fornece, de forma indireta,
informagdes quanto & estimulagdo da
paratiredide.

A imunofluorometria (Vieira et al., 1994),
método que ainda ndo havia sido utilizado em
caes, mostrou—se eficiente para a determinacdo
de PTHi-c. Os valores obtidos nos caes sem IRC
foram semelhantes aos citados por Torrance e
Nachreiner (1989a), que obtiveram, em 85 caes,
valores entre 16 a 136pg/ml. Além de
possibilitar a mensuragdo apenas do PTHi-c, por
ser uma técnica em que ha dupla ligacdo de
anticorpos, nos terminais amino- e carboxi- do
PTHi, o que ndo ocorria com os métodos em
que havia a ligacdo dos anticorpos apenas nos
carboxiterminais (Vieira et al., 1995; Torrance e
Nachreiner, 1989D), 0 método
imunofluorométrico apresenta a vantagem de
ndo utilizar reagentes radioativos e apresentar
sensibilidade e especificidade semelhantes as do
método imunorradiométrico.

Em quatro cdes com IRC, os valores de fosforo
sérico foram préximos aos dos cdes normais,
entretanto dois deles apresentaram concentracdo
sérica de PTHi mais alta. E possivel que
pequenas oscilagdes nas concentragdes séricas
de calcio ou de fosforo em cdes com IRC sejam
suficientes para promover a hipersecre¢do de
PTH (Slatopolsky e Bricker, 1973). Apenas um
dos cdes com IRC apresentou concentracao
sérica de PTHi menor do que 126pg/ml, valor
considerado normal (igual ao dos cées do grupo-
controle) e, simultaneamente, valores elevados
de fosforo e calcio, o que pode indicar a
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capacidade de resposta da paratiredide ao
mecanismo feed back & normo ou hipercalcemia
(Torrance e Nachreiner, 1989b ). Uma vez
alcancada a homeostase do calcio, como
resultado da atuagdo do PTH sobre a reabsor¢ao
Ossea, estimulo da reabsorcdo tubular de calcio
e absorcdo de «calcio através da mucosa
intestinal (Rosol e Capen, 1996), cessa o
estimulo sobre as glandulas paratiredides. A
normocalcemia é o resultado esperado da
atuacdo do PTH e subseqiientemente o retorno
da concentragdo sérica de PTHi-c aos valores
basais (Torrance e Nachreiner, 1989b).

Embora os valores de calcio total corrigido
fossem mais elevados nos caes com IRC, a ndo
correlagdo, negativa ou positiva, entre calcio
total corrigido e PTHi-c aparentemente indica
que se trata de variaveis independentes. Sabe-se
que o estimulo da paratiredide, com a
subseqiiente liberagdo do PTH, promove o
aumento do célcio ionizado, que corresponde a
cerca de 50% do calcio total sérico (Rodriguez
et al., 1991; Slatopolsky et al., 1999).

Assim, apenas a mensuracao do calcio total ndo
reflete a real homeostase do calcio, havendo
necessidade de mensuragdo do célcio i6nico
(Ca™), a fracdo biologicamente ativa do
mineral.

A persisténcia da hiperfosfatemia resulta no
estimulo continuo da paratiredide, que, apos
algum tempo, pode-se tornar auténoma, o que se
traduz em valores eclevados de PTHi-c na
presenga de hipercalcemia (Krueger et al.,
1996). Essa condi¢do morbida, denominada
hiperparatireoidismo  terciario (Krueger e
Osborne, 1995; Krueger et al, 1996), foi
observada em 11 cdes com IRC. As glandulas
hiperplasicas, devido ao estimulo constante,
apresentam menor sensibilidade ao calcio e
calcitriol (Fukagawa et al., 1997), o que pode
justificar, em parte, a autonomia adquirida pelas
glandulas paratiredides na IRC mais grave
(Fukugawa et al., 1997; Slatopolsky, 1998).

Dessa forma, este estudo evidencia a ocorréncia
do hiperparatireoidismo secundario na IRC
canina e a possibilidade da utilizagdo do fosforo
sérico como marcador indireto da
hiperestimulag@o das paratiredides.
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