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Resumo

A tirotoxicose € caracterizada pelas excessivas concentragoes séricas
dos hormonios tiroidianos, podendo desencadear graves alteracoes
no metabolismo 6sseo, sendo a elevacio da fosfatase alcalina total
uma alterag¢do laboratorial freqiientemente observada no
hipertiroidismo felino. O aumento global dos niveis séricos de
fosfatase alcalina pode ser decorrente de diferentes isoenzimas e, no
caso do hipertiroidismo em humanos, as isoenzimas de origem 6ssea
e hepatica apresentam-se comumente elevadas. A partir da avaliagao
da bioquimica sérica de oito gatos com tirotoxicose induzida e elevacio
da fosfatase alcalina associada, o presente trabalho demonstra um
aumento significativamente maior dos niveis séricos da fosfatase
alcalina de origem 6ssea quando comparado com a isoenzima de
origem hepatica. Conclui-se que as alteracdes no metabolismo 6sseo
foram as principais responsaveis pelo aumento da fosfatase alcalina
nos gatos com tirotoxicose induzida.
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Introducao

O hipertiroidismo felino é uma
alteracao clinica multissistémica resultante das
excessivas concentracdes dos hormoénios
tiroidianos, sendo atualmente considerado
o distarbio enddcrino de maior freqliéncia
nos gatos domésticos.">**

Hstudos experimentais com induc¢io
a um estado de tirotoxicose foram
desenvolvidos em cies,” ratos,* gatos™ e
humanos,'™" sendo possivel demonstrar
alteracdes no metabolismo 6sseo, assim
como ocorre no hipertiroidismo endégeno.

A reposi¢ao hormonal em excesso
nas mulheres com hipotiroidismo,
principalmente apés a menopausa, pode

produzir um estado hipermetabdlico
idéntico ao observado na tirotoxicose
endoégena, podendo ter como seqiiela um
remodelamento Gsseo exagerado.'>"'* Este
fato assume destacada importancia, uma vez
que os hormonios da tirdide estdo entre as
medica¢des mais freqlientemente prescritas
na medicina humana e a administracio de
uma dose acima da recomendada pode
ocasionalmente ser encontrada.'

A elevacio dos niveis séricos de
fosfatase alcalina total (hiperfosfatasemia)
¢ uma alteragdo laboratorial freqiiente
na ocorréncia de hipertiroidismo
no homem?**!>31® ¢ nos felinos
domésticos."18192021 Seoundo Peterson
et al.”, a partir da avaliacio laboratorial
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de 131 gatos com hipertiroidismo,
aproximadamente 75% dos animais
apresentavam-se com hiperfosfatasemia ao
momento do diagndstico. Sao considerados
valores normais para a espécie felina pelo
método cinético niveis séricos de fosfatase
alcalina total entre 25 e 93 U/L, onde os
valores acima do limite supetior caracterizam
a ocortréncia de hiperfosfatasemia.”

Protocolos experimentais de inducido
ao estado de tirotoxicose também
promoveram hiperfosfatasemia em ratas
castradas’ e gatos.® Entretanto, os valores
obtidos da avaliagdo bioquimica sérica desta
enzima sao resultantes da somatdria das
atividades das isoenzimas derivadas de
diferentes tecidos do organismo, tais
como figado, osso, placenta, rins e
intestine, 2 H1314.151618232425

Na ocorréncia do hipertiroidismo
felino, sdo descritas alteracdes no
metabolismo 6sseo e lesdes hepaticas. A
analise histopatologica do figado de gatos
com hipertiroidismo pode revelar aumento
do pigmento dos hepatdcitos, presenca de
células inflamatérias mistas em regido portal
e areas focais de degeneracdo gordurosa.’
Entretanto, uma disfun¢dao hepatica ¢é
considerada rara na espécie humana e os
achados histopatoldgicos observados sao
considerados discretos, inespecificos e nao
apresentam correlagdo com a gravidade da
doenca.”

Outros trabalhos também em gatos
demonstraram a acio hormonal sobre o
tecido dsseo, promovendo significativa
desmineralizacio,® elevacio dos niveis de
osteocalcina', diminuicio dos niveis de
paratormonio e alteragdes no metabolismo
de cilcio e fésforo.”

A caracterizacdo e identificacio das
diferentes isoenzimas fornecem informacoes
clinicas dteis para localizar o tecido
responsavel pela hiperfosfatasemia, podendo
auxiliar no direcionamento do diagnéstico
e no tratamento.*'® Nos pacientes com
hipertiroidismo, sejam humanos***'>!¢ ou
em felinos,""* a elevagio da fosfatase alcalina
total tem sido descrita como decorrente do
aumento da atividade das isoenzimas de
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origem hepatica e de origem 6ssea.

Além da avaliacio da fosfatase
alcalina total, as analises do petfil bioquimico
sérico de enzimas que indicam lesao
hepatocelular e colestase também podem
auxiliar na diferenciaciao entre a ocorréncia
de alteragbes hepaticas ou sseas. Valores de
normalidade para a espécie felina das enzimas
alanina aminotransferase (ALT), aspattato
aminotransferase (AST) e gamaglutamil
transferase (GGT) oscilam respectivamente
entre 6 a2 83 U/L, 26 a 43 U/L e
1,3a 5,1 U/L>

No presente estudo, foram avaliadas
as isoenzimas de origem Ossea e hepatica em
gatos domésticos induzidos 2 tirotoxicose
experimental e que apresentaram alguma
elevacio da fosfatase alcalina, com o objetivo
de melhor caracterizar a etiologia deste
achado laboratorial nesta enfermidade.

Material e Método

Foram induzidos a tirotoxicose oito
gatos domésticos (Felis catus, 1.. 1758),
higidos, adultos, sem distingao de sexo ou
raca. Animais em fase de crescimento, idosos,
castrados e fémeas gestantes foram excluidos
do grupo experimental. Os animais foram
alojados em um gatil com acesso a0 sol,
sendo administrada alimenta¢io (racdo seca)
e agua a vontade. Apods a realizacdo do
experimento, 0s gatos passaram por um
periodo de desintoxicagio de 10 dias para
remissao dos sinais clinicos conforme
sugerido por Costa.® Posteriormente cada
animal foi avaliado clinicamente ¢ doados
em seguida.

Para inducio ao estado de
tirotoxicose, administrou-se por via oral 150
,ug/kg de levotiroxina sédica 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
administracado do medicamento, sendo este
considerado momento um (M1). Para efeito
comparativo, posteriormente novas
avaliacbes foram realizadas ao término do



periodo experimental de 42 dias, sendo este
considerado o momento dois (M2).

A dosagem dos niveis séricos dos
hormoénios tiroidianos [T4 livre (Coat a
Count® Total T4, Diagnostic Products Co.,
Los Angeles, Califérnia) e T4 total (Coat a
Count® Free T4, Diagnostic Products Co.,
Los Angeles, Calif6rnia)] foram obtidas nos
dois momentos, pela técnica de
radioimunoensaio em fase solida, utilizando-
se conjunto de reagente comercial sem
qualquer tipo de extra¢do quimica ou
processo de purifica¢do, tendo como
elemento radioativo tracador o Iodo'®.
Todas as mensuracdes foram realizadas no
Setor de Diagnoéstico por Imagem da
Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da UNESP, Campus de Botucatu.

Os niveis séricos de fosfatase alcalina
total foram mensurados pelo método
cinético, utilizando-se conjuntos de reagentes
comerciais especificos (Cia. Equipadora de
Laboratérios Modernos, Barueri, Sao
Paulo). Para melhor avaliacio bioquimica do
perfil hepatico do grupo experimental,

mensuraram-se também os nfveis
plasmaticos das enzimas alanina
aminotransferase (ALT), aspartato

aminotransferase (AST) e gamaglutamil
transferase (GGT) também por método
cinético, sendo utilizado kits especificos para
as dosagens enzimaticas.

A partir do sangue colhido dos
animais do grupo experimental,
confeccionou-se um “pool” de amostras
séricas nos momentos inicial e final do
experimento. Para a caracterizacdo das
isoenzimas da fosfatase alcalina, aliquotas com
4ul do “pool” das amostras foram
submetidas a eletroforese sob condi¢cdes nao
redutoras (100 V a 4°C) em gel de
poliacrilamida a 8%. Posteriormente a
eletroforese, os géis foram lavados com o
tampao especifico (Tris-HCl; 0,1M NaCl;
0,005M MgCl,, pH 9,5). Em seguida os géis
foram corados apds incubacao por 12 horas
a 37°C com o substrato especifico BCIP (5-
bromo-4-cloro-3-indoilfosfato) associado
ao corante NBT (nitroblue tetrazolium),
possibilitando a coloragio especifica das
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isoenzimas da fosfatase alcalina. Para a
quantifica¢io da atividade das isoenzimas da
fosfatase alcalina de origem hepatica e 6ssea
mensurou-se a densidade Optica integrada
(IOD) das bandas de proteina presentes no
gel de poliacrilamida apés corados,
utilizando-se o programa computacional
Image Master VDS versdo 3.0 acoplado ao
aparelho Image Master VDS (Pharmacia
Biotech).

Para a analise estatistica das variacoes
entre os momentos das varidveis fosfatase
alcalina total, ALT, AST, GGT, T4 livre e T4
total, utilizou-se o teste “t de Student”. Para
ainterpretacio das letras, deve-se considerar
que médias seguidas de uma mesma letra
ndo diferem ao nivel de 5% de significancia.
Para a caracterizacao do comportamento das
isoenzimas da fosfatase alcalina, realizou-se
o teste de regressao destas vatiaveis entre os
momentos inicial e final do protocolo
experimental.

O presente trabalho foi aprovado
pelo Comité em Experimentacio Animal da
Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia, UNESP, Botucatu, sob
protocolo nimero 63/2002 — CEEA e estd
de acordo com os principios éticos
propostos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacio Animal.

Resultados

O protocolo utllizado para a indugdo
ao hipertiroidismo, conforme previamente
desctito na literatura®, promoveu uma elevagio
estatisticamente significativa dos niveis séricos
de T, livre e T, total e conseqiiente instalacao
de tirotoxicose no grupo experimental
(Tabela 1).

Associada a tirotoxicose promovida é
observada uma elevagao significativa dos niveis
séricos de fosfatase alcalina total apds o inicio
da administracio hormonal nos 16 animais
inicialmente utilizados no estudo (p<0,01),
entretanto, os valores médios nao se
apresentaram acima do limite maximo
estabelecido para a espécie (Tabela 2).

Conforme demonstrado nas figuras 1
e 2, a andlise das amostras séticas dos oito
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Tabela 1 - Valores séricos médios de T4 livre e T4 total e seus respectivos desvios padroes em oito gatos avaliados
antes (M1) e apds tirotoxicose induzida (M2) - Botucatu - 2006

Varidvel M1 M2
T4 Livre (ng/dL) 0,472+ 0,27 1,09+ 0,69
T4 total (ug/dL) 2,842+ 1,81 9,100+ 4,17

M1 — momento inicial, M2 — momento final; Médias seguidas de letras iguais na
mesma linha nio diferem ao nivel de 5% de significdncia pelo teste "t de

Student”.

Tabela 2 - Valores bioquimicos séricos médios e seus respectivos desvios padrdes para avaliagao do perfil hepatico
em oito gatos avaliados antes (M1) e apds tirotoxicose induzida (M2) — Botucatu — 2006

Variavel M1 M2
FA (UL) 383+ 19 83b+ 41
ALT (U/L) 662+ 16 723+ 23
AST (U/L) 282+ 8 322+ 7
GGT (U/L) 0,122+ 0.3 0,302+ 1,0

Meédias seguidas de letras iguais na mesma linha nio diferem ao nivel de 5% de

significincia pelo teste “t de Student™

FA — fosfatase alcalina total, ALT - alanina aminotransferase, AST - aspartato
aminotransferase, GGT — gama glutamiltransferase, M1 — momento inicial, M2 —

momento final.
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MOMENTOS
Figura 1 - Andlise de regressao dos valores de fosfatase alcalina éssea (linha descontinua) e hepatica (linha continua)

em gatos com tiroxicose induzida

animais com maior amplitude de variagao
dos valores de fosfatase alcalina total
revelou que a isoenzima de origem 6ssea
apresentou marcante aumento entre os
momentos inicial e final. A fosfatase
alcalina de origem hepatica apresentou-se
aumentada em menor magnitude ao final
do experimento, nao havendo
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significancia estatistica.

A avaliacdo bioquimica sérica das
enzimas ALT, AST e GGT destes oito animais
selecionados nao revelou alteracdes
significativas entre os momentos estudados e
os valores médios permaneceram dentro dos
padrées de normalidade para felinos
domésticos (p>0,05) (Tabela 2).
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Figura 2 —Representagao grdfica demonstrando a densidade éptica integrada apds eletroforese das isoenzimas de
origem hepatica (1) e dssea (2) em gatos com tiroxicose induzida

Discussao e Conclusoes

Como nesta pesquisa, outros autores
também conseguiram promover uma
tirotoxicose exo6gena a partir da
administracio oral de levotiroxina
s6dica,>* 1% comprovando que os
protocolos de indugiao podem servir como
ensalos experimentais para melhor
caracterizagdo da doenca clinica. As
semelhancas nas alteragoes no tecido ésseo
e niveis séricos de fosfatase alcalina total na
tirotoxicose de origem exdgena e endogena
em humanos, conforme previamente
descrito em mulheres submetidas a uma
reposicio hormonal excessiva,'? levam a
considerar que fato semelhante ocorra
nos gatos domésticos. Dessa forma,
possivelmente a fisiopatologia da
hiperfosfatasemia em ambos os casos
scja similar.

Apesar do perfodo de administracao
hormonal ter sido apenas de 42 dias, ja foi
possivel caracterizar uma alteracao
estatisticamente significativa dos niveis séricos
de fosfatase alcalina total. Dessa forma,
assim como na tirotoxicose endégena, uma
elevacdo dos niveis séricos de fosfatase
alcalina total foi uma alteracao laboratorial
comumente observada.'!*?2! As alteragoes
metabdlicas secundarias a administracao
experimental excessiva de hormonios

tiroidianos também ocorreram rapidamente
em estudos experimentais em cies,"
ratos,>®’ felinos domésticos® e humanos'.

A auséncia de alteracoes nos niveis
plasmaticos das enzimas ALT, AST e GGT,
associada a discreta e nao significativa
elevacio da atividade da isoenzima da
fosfatase alcalina de origem hepatica
demonstra sua pequena contribuicio para a
hiperfosfatasemia observada na tirotoxicose
experimental em gatos. Tal fato concorda
com demais trabalhos em humanos com
tirotoxicose, que observaram discretas
alteracGes histopatolégicas no parénquima
hepitico®® e uma maior atividade da
isoenzima da FA originaria do tecido
b55e0,2415:16

No hipertiroidismo felino de origem
end6gena, estudos retrospectivos'’
demonstram uma alta freqiéncia de gatos
com aumento de atividade das enzimas ALT
e AST, estando estes achados laboratoriais
presentes em aproximadamente 54% dos
animais acometidos por esta enfermidade.
Fatores como a coexisténcia de outras
alteracOes hepaticas e um maior tempo de
submissao ao estado de tirotoxicose nos
gatos com a doenga clinica, levando ao
aparecimento de lesdes  tardias
no parénquima hepatico, podem,
possivelmente, contribuir para a presenca
destes achados laboratoriais.
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O comportamento da fosfatase
alcalina nos gatos apresenta algumas
particularidades quando comparado com
caes ¢ essas diferencas devem ser
consideradas para a interpretacdo
laboratorial das variacdes observadas nesta
enzima. De acordo com a literatura,® a
atividade normal da isoenzima de origem
hepatica de gatos é muito menor que de cies
e, adicionalmente, a meia-vida da FA total
circulante nos gatos ¢ significativamente mais
curta que em caes.

Pesquisas desenvolvidas em gatos
com hipertiroidismo endégeno demonstram
também uma elevacio das isoenzimas de
origem hepatica contribuindo para a
hiperfosfatasemia. Nesta pesquisa, a variagao
da FA hepatica nio foi significativa entre os
momentos avaliados, sendo a FA Ossea a
principal responsavel pelo aumento
sérico da fosfatase alcalina total. Este
acontecimento também ja foi previamente
observado por outros autores na espécie
humana.>>»*!>1¢  Entretanto, deve-se
considerar que o presente experimento
promoveu um quadro de tirotoxicose agudo,
no petriodo de 42 dias de tratamento com
levotiroxina sédica. E possivel que uma
tirotoxicose de cariter cronico, assim
como observado na maioria dos casos
diagnosticados da doenga clinica em gatos,
seja capaz de desencadear maiores injarias
ao figado e conseqiientemente uma
elevagdo mais significativa da isoenzima de

origem hepatica.

Gatos idosos apresentam maior
frequéncia de hipertiroidismo, sendo
observado que uma porcentagem inferior a
5% dos gatos apresenta-se com menos de
10 anos de idade ao momento do
diagndstico.” Na espécie humana a faixa
etaria do paciente é considerada um fator
importante para a interpretacao dos valores
de fosfatase alcalina total, onde hia uma
elevacio fisiolégica dos niveis séricos de FA
hepitica em pessoas idosas.” Este fato
observado em humanos parece estar
cotrelacionado com a discreta alteracao da
FA de origem hepatica observada no
presente trabalho em gatos domésticos, uma
vez que os animais utilizados no experimento
eram em sua totalidade adultos jovens.

Conclui-se desta forma que a
isoenzima da fosfatase alcalina de origem
6ssea fol a principal responsavel pela
ocorréncia da de um aumento dos niveis
séricos de fosfatase alcalina total nos gatos
submetidos a tirotoxicose experimental. O
trabalho realizado possibilitou caracterizar a
influéncia hormonal sobre os niveis séricos
de fosfatase alcalina total e de suas
isoenzimas, contribuindo para melhor
caracterizar a etiologia da hiperfosfatasemia
no hipertiroidismo felino.
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Evaluation of bone and liver alkaline phosphatase in cats with induced

thyrotoxicosis

Abstract

Thyrotoxicosis, characterized by excessive serum levels of thyroid

Key words:

Alkaline phosphatase.
Isoenzyme.
Hyperthyroidism.

hormones, can cause serious effects in bone metabolism, elevating Cat.
the total alkaline phosphatase, which is a frequent laboratorial alteration
observed in feline hyperthyroidism. A rise in total serum levels of
alkaline phosphatase can be caused by different isoenzymes, and in
human hyperthyroidism, bone and hepatic isoenzymes are commonly
increased. After serum biochemical evaluation of eight cats with
induced thyrotoxicosis and associated elevation of alkaline
phosphatase, the present paper shows a significant elevation of bone
isoenzyme serum levels when compared with hepatic isoenzyme. It
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was possible to conclude that bone metabolism alterations were the
main responsible for the increase of serum alkaline phosphatase in

cats with induced thyrotoxicosis.
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