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VALIDACAO DO METODO DE QUIMIOLUMINESCENCIA PARA
DETERMINACAO DE PARATORMONIO INTACTO EM CAES

Luiz Henrique de Aradjo Machado'
Flavio Quaresma Moutinho®

RESUMO

O presente trabalho objetivou testar o método da quimioluminescéncia para determinagdo do
paratormonio (PTH) intacto em cdes. Foi formado um grupo de estudo para estabelecer o
padrao de normalidade da quimioluminescéncia em que foram utilizados 60 cdes adultos
sadios, sem distincdo de sexo ou raga. Destes cdes 66,7% apresentaram valores de PTH
abaixo do limite de detec¢cao do método demonstrando que este pode ndo ser eficiente.
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EVALUATION OF CHEMILUMINESCENT ASSAY ON DETERMINATION OF
INTACT PARATHORMONE IN DOGS

ABSTRACT

The present study had the aim to test chemiluminescent assay on intact parathormone (PTH)
determination in dogs. A study group of 60 healthy adult dogs, with no sex or breed
distinction, was formed in order to stablish a pattern of normality of chemiluminescence. Of
these, 66,7% presented values of PTH below the limit of detection of the method, which
demonstrates that this assay may not be efficient for the determination of intact PTH in dogs.

Keywords: dogs; parathormone; chemiluminescence.

VALIDACION DEL METODO DE QUIMIOLUMINISCENCIA PARA LA
DETERMINACION DE PARATHORMONA INTACTA EN PERROS

RESUMEN

El presente trabajo tuvo por objetivo evaluar el método de la quimioluminiscencia para la
determinacion de la parathormona (PTH) intacta en perros. Se form6 un grupo de estudio para
establecer el modelo de normalidad de la quimioluminiscencia formado por 60 perros adultos
sanos, sin distincion de sexo o raza. De estos perros, el 66,7% presentd valores de PTH por
debajo del limite de deteccién del método, demostrando que este puede no ser eficiente.

Palabras clave: perros; parathormona; quimioluminiscencia.
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INTRODUCAO

O paratormoénio, polipeptideo de cadeia simples, contendo 84 aminodacidos (1-4), atua
no metabolismo de célcio e fosforo facilitando a absor¢do destes nos intestinos, a reabsor¢ao
Ossea de ambos e aumentando a reabsor¢do do célcio, a excrecao de fosforo e a producao de
calcitriol nos rins (1, 3, 5-7).

A existéncia de trés fragcdes do hormonio, a amino-terminal [1-34], carboxi-terminal
[39-84] e a fracdo intacta, foi demonstrada experimentalmente (8).

O hiperparatireoidismo ¢ uma enfermidade metabdlica caracterizada por uma
osteodistrofia fibrosa generalizada (9-12) decorrente de reabsor¢do Ossea e substituicdo do
tecido 6sseo por tecido conjuntivo fibroso (11, 13).

Existem duas formas de hiperparatireoidismo, a forma primdria, decorrente de
neoplasias nas paratiredides (14) e a secunddria, que pode ser nutricional (11, 13, 15) ou
decorrente de moléstias renais (11, 16, 17), sendo esta dltima a mais frequente.

As alteracdes caracteristicas do hiperparatireoidismo secundario a moléstia renal (HSR)
sdo hipocalcemia, hiperfosfatemia e aumento do PTH sérico com consequente alteragdo dssea
como resposta (7, 17, 18).

A elevacdo do PTH no HSR se da pela baixa concentragdo de calcitriol e pela
hiperfosfatemia, que induzem a hipocalcemia pela formacdo de complexo Ca:P, fatores que
levam a uma diminui¢do da retroalimentacdo negativa do PTH (6, 7). Com a progressao da
doenca ocorre resisténcia 6ssea ao PTH, sendo necessarias concentragdes cada vez maiores do
hormonio para manuten¢do dos niveis de cdlcio, ocorrendo hiperplasia glandular (6, 7, 19-22).

Com a lesdo renal ocorre um acumulo das fracdes amino-terminal, intacta e,
principalmente, da carboxi-terminal do PTH (2, 21). A fracdo amino-terminal, que € ativa,
estd aumentada de 2 a 10 vezes, enquanto a carboxi-terminal, biologicamente inativa, esta
aumentada de 50 a 200 vezes (2). A atividade das fracdes é medida pela capacidade de ativar
a adenilciclase nos 6rgdos alvo, enzima que promove a conversao de ATP em AMP ciclico,
desencadeando as acOes celulares nos tecidos alvo (1, 2, 4, 23).

Os sinais clinicos do HSR sdo variados, incluindo osteodistrofia renal (1, 6, 20, 24, 25),
calcificacdo de tecidos moles, anemia, hemorragias, intolerancia a glicose, prurido,
hiperlipidemia e disfuncdes sexuais (2, 7, 26), bem como necrose de tecidos moles em
humanos com aumento do paratormonio (26).

O diagnéstico do HSR € baseado na concentracdo sérica elevada de PTH, associada a
alteracoes renais e hiperfosfatemia (7, 17, 18).

O método analitico mais utilizado para mensuracio do PTH sérico € o
radioimunoensaio (RIA), utilizando o iodo radioativo [1251]. Originalmente desenvolvido para
mensuragdo em humanos, foi padronizado para utilizacdo em animais, com a utilizacdo de
anticorpo policlonal de ovelha. Vérios testes foram estudados, levando em consideracao o tipo
de fragmento do PTH, podendo-se mensurar os fragmentos amino [1-34] ou carboxi-terminal
[39-84] e o hormonio intacto (3, 27-31). Existe a opcao pela mensuracdo do hormonio intacto
como melhor forma de predizer a funcio das paratiredides por ndo levar em conta o aumento
da fracdo N-terminal, que € inativa e estd mais aumentada no HSR (30). Os valores normais
relatados pelo método do radioimunoensaio sao 17,8 mEg/mL (27), 10 a 30 pg/mL (3, 28, 31)
e 14 a 34 pg/mL (29).

Atualmente estdo sendo pesquisados outros métodos para serem utilizados como
alternativa ao radioimunoensaio, sendo que os principais motivos sdo os fatores de seguranca
(32, 33) e o tempo de incubacdo (34). Um destes € o método da imunoquimioluminescéncia
(ICMA), que demonstra boa correlacgio com o radioimunoensaio (30, 35), apresentando
melhor sensibilidade do que o RIE (30) e pode ser utilizado em transoperatorio, com apenas
sete minutos de incubacio, ao contrario do radioimunoensaio que possui tempo de incubagio
de 22 horas (34). Este método, ja testado em humanos, possui dois anticorpos, o anti-PTH 1-
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34 e o anti-PTH 44-84, porém a dosagem em caninos deve ser feita pelo uso de anti-PTH 1-34
e anti-PTH 39-84 (36).

O presente experimento teve por objetivos: determinar a especificidade e a efici€éncia do
método da quimioluminescéncia para determinac¢do dos valores normais de paratormodnio
intacto na espécie canina; determinar o valor normal do paratormonio intacto em cdes pelo
método da quimioluminescéncia e viabilizar o método da quimioluminescéncia para o
diagnéstico do hiperparatireoidismo secundario a IRC, possibilitando ao clinico a escolha de
uma forma mais simples e rdpida de diagndstico.

MATERIAIS E METODOS
Selecao e niimero de animais

Neste estudo foram utilizados 60 caes adultos, provenientes do canil do Biotério Central
do Campus de Botucatu, escolhidos sem distin¢do de sexo ou raga e testados para descartar
doencas que interfeririam no metabolismo de célcio.

Foram excluidos os cd@es que apresentavam alteracdes da estrutura Ossea e do
metabolismo do cdlcio, como: nefropatias, fraturas, neoplasias, hiperadrenocorticismo e
terapia com drogas que pudessem interferir no estudo.

Dosagem do PTH intacto sérico de caes sadios

O PTH intacto sérico [1-84] foi dosado utilizando-se a técnica de
imunoquimioluminescéncia® com anticorpos especificos, anticorpo antiPTH 44-84 e antiPTH
1-34, medindo imunocomplexos, apds incubagdo, pela luminescéncia produzida pela reacdo
quimica.

A precisdo intra-ensaio foi determinada pela repeticdo de 10 % das amostras da seguinte
forma, a cada dez ensaios repetiu-se o décimo.

Anadlise Estatistica

Para a varidvel observada no experimento foram apresentadas as estatisticas descritivas
de média e desvio padrdo amostral, a variacio dos valores dos testes intra-ensaio nao foi
superior a 5%.
RESULTADOS
Paratormonio intacto dos animais sadios

Os valores encontrados apresentaram variacdo entre <1 e 7,4 pg/mL (Tabela 1). Em

66,7% dos animais os valores encontravam-se abaixo do valor minimo de deteccdo do método
(<1 pg/mL).

* Immulite intact PTH® - DPC

Machado LHA, Moutinho FQ. Valida¢do do método de quimioluminescéncia para determinagdo de PTH intacto
em cdes. Vet. e Zootec. 2013 mar.; 20(1): 84-90.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 87

Tabela 1. Valores de PTH intacto dos animais sadios

Animal PTH (pg/mL) Animal PTH (pg/mL)
1 <1 31 <1
2 <1 32 <1
3 <1 33 <1
4 <1 34 <1
5 <1 35 <1
6 4.6 36 <1
7 2.1 37 <1
8 <1 38 1.5
9 <1 39 <1
10 2.5 40 <1
11 7.0 41 4.6
12 <1 42 3.1
13 <1 43 2.1
14 <1 44 <1
15 1.5 45 <1
16 <1 46 <1
17 1.4 47 <1
18 <1 48 <1
19 <1 49 <1
20 <1 50 7.1
21 <1 51 2.6
22 <1 52 <1
23 <1 53 2.3
24 <1 54 7.4
25 <1 55 <1
26 <1 56 <1
27 2.3 57 4.1
28 <1 58 1.7
29 6.9 59 <1
30 49 60 5.3

DISCUSSAO

Atualmente com a melhora dos cuidados com os animais domésticos € o
desenvolvimento da Medicina Veterindria, torna-se necessario um aprofundamento no estudo
das doencas e estabelecimento de rotina clinica e laboratorial para o diagndstico destas.

A literatura (32-34) sugere que, devido ao aumento das exigéncias em biosseguranca, se
pesquise métodos laboratoriais mais seguros que o radioimunoensaio € com tempo de
incubac@o menor.

Um dos objetivos deste estudo foi testar o método da imunoquimioluminescéncia,
também chamado de quimioluminescéncia como alternativa ao radioimunoensaio para
dosagens de PTH intacto em cdes e determinar o intervalo de valores normais por este
método. Na medicina (30, 35) este teste estd bem fundamentado, apresentando maior
sensibilidade que o radioimunoensaio.

No grupo dos caes normais, os valores de PTH intacto encontrados variaram de <1 a 7,4
pg/mL, com 66,7% dos animais apresentando valores abaixo do limite minimo de detec¢cdo do
método. Os resultados encontrados demonstram que este método pode ndo ser eficiente para
determinacgdes de valores de PTH intacto em animais com altera¢des que levem a diminui¢@o
da concentracao do hormonio, pois corre-se o risco de se obter um valor abaixo do limite do
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método. Existe a probabilidade deste método ndo ter sido eficiente para valores normais por
se tratar de um kit composto de dois anticorpos, o anti-PTH 1-34 e o anti-PTH 44-84, o que
segundo Feldman (36) nao é o ideal para a dosagem em caninos, que deve ser feita pelo uso
de anti-PTH 1-34 e anti-PTH 39-84, porém ndo hd no mercado um kit com estas
caracteristicas.

Neste estudo pode-se testar o método da quimioluminescéncia como forma de
diagnostico de alteragdes das paratiredides em substitui¢do ao radioimunoensaio. Mais
estudos se fazem necessarios para determinar se o método € eficiente ou se existem problemas
com as fragcdes de anticorpo utilizados neste kit em especial.

CONCLUSOES

Os valores de PTH intacto encontrados nos cdes sadios utilizados neste estudo
demonstram que o método da quimioluminescéncia pelo kit utilizado pode niao apresentar a
eficiéncia necessdria para que seja adotado rotineiramente na mensuracao de valores normais
ou diminuidos do PTH em caes.
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