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1. RESUMEN

El hipotiroidismo es el resultado de la produccién y secrecién inadecuada de
hormonas tiroideas por la glandula tiroides. El diagnéstico definitivo de esta
patologia se realiza mediante la determinaciéon basal de hormonas especificas
(T4 total, T4 libre y TSH) asi como también a través de la valoracion de algunos
parametros bioquimicos que contribuyen al mismo. El 75% de los perros
hipotiroideos cursan con hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, con aumento
de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y pérdida de relaciéon entre las
lipoproteinas de alta y baja densidad (HDL/LDL). Este trabajo se plante6 como
objetivo determinar el efecto del sexo y la edad sobre las concentraciones
plasmaticas de las hormonas (T4T, T4L, TSH) y metabolitos (colesterol,
triglicéridos, HDL, LDL) que se utilizan para el diagnéstico de hipotiroidismo en
caninos.

Se incluyeron en el estudio 57 perros de la raza Ovejero Aleman, 32 machos
enteros y 25 hembras enteras, clinicamente sanos. Se agruparon por sexo y
categoria etaria (jovenes: 0 a 4 anos y adultos: 5 a 12 anos). Se extrajeron
muestras de sangre por venopuncién de la vena cefalica, fueron centrifugadas
y los sueros se conservaron a -20° C hasta ser analizadas. Las
determinaciones hormonales se realizaron por radioinmunoanalisis (T4T y T4L)
y ensayo inmunoradiométrico (TSH) y los metabolitos se determinaron por
espectrofotometria.

En este estudio se demostré que el género afectd la concentracion de T4T y
TSH, presentando las hembras mayores concentraciones de T4T y menores
concentraciones de TSH que los machos. La T4L no estuvo afectada por el
género. La edad afectd los niveles de T4T y TSH, los animales jovenes
presentaron valores superiores de T4T y menores de TSH que los adultos. Las
variables metabdlicas estudiadas también estuvieron afectadas por el género y
la edad. Las hembras presentaron niveles de colesterol y triglicéridos mas altos
que los machos. No se encontr6 efecto del género en las concentraciones de
HDL y LDL. Los animales jovenes presentaron menor concentraciéon plasmatica
de colesterol y LDL; asi como valores superiores de HDL en comparacién con
los adultos.

Se concluye entonces que en perros clinicamente sanos, los parametros
endocrino-metabdlicos que se utilizan para el diagnéstico de hipotiroidismo
varian con el género y la edad; lo cual deberia ser considerado al momento de
interpretar los resultados.



2. SUMMARY (E ( Ny
Hypothyroidism is the result of inadequate production and secretion of thyroid
hormone by the thyroid gland. The definitive diagnostic of this condition is done
by the basal determination of specific hormones (total T4, free T4 and TSH) as
well as through the evaluation of some biochemical parameters that contribute
to it The 75% of hypothyroid dogs have hypercholesterolemia,
hypertriglyceridemia, with increased high density lipoprotein (HDL) and loss of
relationship between high and low lipoprotein (HDL / LDL). This work was
aimed at determining the effect of sex and age on plasma concentrations of
hormones (TT4, FT4, TSH) and metabolites (cholesterol, triglycerides, HDL,
LDL) that are used for diagnosis of hypothyroidism in dogs.

Fifty seven clinically healthy dogs of the breed German Shepherd, 32 males
and 25 females, were included in this study. They were grouped by sex and age
category (young: O to 4 years and adults: 5 to 12 years). Blood samples were
drawn by venipuncture from the cephalic vein, they were centrifuged and serum
was stored at -20 ° C until analyzed. Hormonal determinations was performed
by radioimmunoassay (TT4 and FT4) and immunoradiometric assay (TSH) and
the metabolites were determined by spectrophotometry.

This study showed that gender affects the concentration of TT4 and TSH,
females showing higher concentrations of TT4 and TSH levels lower than
males. FT4 was not affected by gender. Age affected the levels of TT4 and
TSH, young animals showed higher values of TT4 and lower values of TSH
than adults. The metabolic variables studied were also affected by gender and
age. The females had cholesterol and triglyceride levels higher than males.
There was no effect of gender on HDL and LDL concentrations. Young animals
had lower serum cholesterol and LDL, and higher values of HDL compared with
adults.

It is concluded that in clinically healthy dogs, endocrine-metabolic parameters
used for the diagnosis of hypothyroidism vary with gender and age, which
should be considered when interpreting the results.



3. INTRODUCCION

El diagnéstico especifico del Hipotiroidismo se realiza por medio de la
determinacién basal de algunas hormonas y metabolitos (47). Las hormonas
tiroideas afectan multiples vias metabdlicas, por lo que la patologia presenta
una amplia variedad de signos clinicos (55) y un numero relevante de variables
bioquimicas que contribuyen al diagnéstico de la misma; por ejemplo:
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, pérdida de relacién entre los valores
de las lipoproteinas de alta y baja densidad (HDL/LDL) (8).

En Uruguay, hasta el afno 2009, las determinaciones endocrinas para el
diagnéstico de Hipotiroidismo (TSH, T4 total y T4 libre) de muestras
procedentes de pequefos animales se remitian a laboratorios de analisis
clinicos para humanos. La falta de informaciéon respecto a los rangos que se
consideran normales para caninos y felinos y los controles utilizados
(concentraciones mas altas que las de pequenos animales) hacian que el
resultado de la determinacién fuera de escaso o nulo valor diagnéstico. Desde
ese ano, la Facultad de Veterinaria brinda este servicio y es posible desde
entonces diagnosticar con mayor precisién las patologias endocrinas mas
frecuentemente encontradas en animales de compania. Por otro lado, si bien la
determinacion de Colesterol es incluida usualmente dentro del diagnostico
bioguimico del Hipotiroidismo en nuestro pais, no se determinan las fracciones
HDL-colesterol y LDL-colesterol a pesar de que han sido reportadas como
relevantes (8).

Un laboratorio diagnéstico de patologias endocrinas de pequefos animales,
ademas de contar con las metodologias adecuadas, debe conocer las
variaciones fisiolégicas que pueden afectar las diferentes hormonas y
metabolitos. Se ha reportado que factores como el sexo y la edad son capaces
de modificar determinados parametros endocrino-metabolicos utilizados en el
diagnéstico de hipotiroidismo (46), pero existe escasa informacion al respecto.
Algunos estudios reportaron que la T4 total (T4T) no fue afectada por el género
(53, 59) pero si por la edad (42, 59). Ramirez Benavides y Osorio, (2009)
mediante el método de quimioluminiscencia no encontrd influencia del género
sobre la concentracion de T4 libre (T4L), sin embargo encontr6 valores
significativamente mas bajos en caninos adultos. Por otro lado, Pessina y col.,
(2010) reportaron que la TSH no fue afectada por el género, aunque este
estudio incluyé un bajo nimero de animales.

En relacion a los metabolitos utilizados para el diagnéstico bioquimico de
hipotiroidismo existe una gran cantidad de reportes que estudian las
concentraciones de colesterol en relacién al género y a la edad observandose
resultados contradictorios. Algunos autores no encontraron diferencias
significativas de género (16, 47, 49) mientras que otros reportaron mayores
concentraciones de colesterol en las hembras (13, 35, 50, 51, 563). Por otro lado
existe controversia respecto a si la edad afecta los niveles de colesterol, hay
trabajos que reportan mayores concentraciones en animales adultos (35, 49),
mientras que otros encuentran mayores concentraciones en animales jévenes
(34, 47).



Existen escasos reportes respecto del efecto del género y la edad sobre las
fracciones HDL y LDL y estos son contradictorios. Hay autores que reportan
concentraciones de HDL mas altas en hembras que en machos caninos (2, 44).
Sin embargo, Osorio, (2008) encontr6 que el género no tiene un efecto
significativo sobre valores de HDL pero si efecto sobre la edad, siendo los
animales joévenes los que presentaron valores superiores. En contraposiciéon a
este reporte, Coppo y col., (2003) no encontraron efecto del género y la edad
sobre las concentraciones de HDL ni de LDL.

De lo dicho anteriormente se desprende que los antecedentes respecto al
efecto del género y la categoria etaria sobre los parametros antes mencionados
son escasos y en muchos casos contradictorios. Esta tesina tiene por objetivo
investigar si las concentraciones plasmaticas de los metabolitos y hormonas
que se utilizan frecuentemente para el diagnoéstico de hipotiroidismo canino
estan afectadas por el género y la edad. Ademas se estudiara si existe alguna
asociacién entre las variables estudiadas.



4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 Anatomia de la glandula tiroides

La glandula tiroides se situa sobre la traquea directamente por detras de la
laringe. Esta formada por dos Iébulos de color rojo purpura ubicados uno a
cada lado sobre los primeros cartilagos traqueales, y en contacto con el borde
dorsal de los musculos esternotiroideos. Los I6bulos tiroideos son aplanados y
de superficie bastante lisa, dificiimente palpables en perros sanos. El tamafo
es variable, en perros adultos cada I6bulo tiene aproximadamente 5 cm de
largo y 1,5 cm de ancho (52, 24) y el volumen tiroideo oscila entre 0,2 a 1,5 cm®
segun el tamano del animal (48).

La tiroides es una glandula hipervascularizada y la mayor parte de su irrigaciéon
esta dada por dos vasos: la arteria tiroidea anterior que proviene de una rama
de la car6tida comun vy la arteria tiroidea posterior que tiene origen en la arteria
cefalica. El drenaje venoso de la tiroides se realiza con las venas tiroideas
anterior y posterior, en los correspondientes polos de cada l6bulo. La
inervacién de la tiroides es de dos tipos, simpatica (nervio simpatico cervical) y
parasimpatica (nervio laringeo superior y laringeo recurrente, ambos
procedentes del nervio vago). Estas estructuras deben ser respetadas al
momento de realizar una hemitiroidectomia o tiroidectomia total, de lo contrario
apareceran complicaciones post quirdrgicas como paralisis facial y ronquera
permanente (48).

Ar. TIROIDEA ANTERIOR

PARATIROIDES

TIROIDES
-------- N. LARINGEO RECURRENTE
Ar. TIROIDEA POSTERIOR

Imagen 1. Anatomia de la glandula tiroides del perro. Fuente: Graves y col.
(1994).

El tejido tiroideo ectépico o accesorio es relativamente frecuente en la mayoria
de las especies, especialmente en los perros y en los gatos, y se puede
localizar en cualquier zona desde la laringe al diafragma. El tejido tiroideo
accesorio puede mantener la funcion tiroidea normal después de una
tiroidectomia quirargica y, ocasionalmente puede hiperplasiarse o ser asiento
de una neoplasia (21).



4.2 Histologia de la glandula Tiroides o ;“‘

&
La unidad funcional de la glandula tiroides es una estructura esférica y ovoide
denominada foliculo. El epitelio folicular esta constituido por células de tipo
cuboide, encargadas de producir las hormonas tiroideas, tiroxina (T4T) y la
trilodotironina (T3). Dichas células tienen la particularidad de estar polarizadas
para secretar sus productos hacia la cavidad folicular. Esta cavidad esta liena
de coloide, que es la forma de almacenamiento de la secrecion de las células
foliculares, la tiroglobulina, la cual contiene aminoacidos yodados unidos por
enlaces peptidicos. Las células foliculares estan en contacto con los lechos
capilares por donde seran secretadas las hormonas tiroideas. Existe otro tipo
de células, cuya poblacién es mucho menor que las anteriores; éstas se
encuentran en las paredes foliculares y espacios interfoliculares, denominadas
células parafoliculares. Estas células secretan la hormona tirocalcitonina, la

cual esta relacionada con la homeostasis del calcio-fésforo (17).

Tejido conjuntivo
Epitelio secretor Vaso sanguineo imeﬁ?llcma"

Imagen 2: Estructura histolégica de la tiroides. En A se muestra esquematizada
la estructura de la glandula. Fuente: Cunningham JG, Klein GR.
(2009). Fisiologia Veterinaria. En B se observa un corte histologico
de una tiroides de perro normal (100x, tincién hematoxilina-eosina).

4.3Fisiologia de la glandula tiroides

4.3.1 Introduccion

La glandula tiroides es la glandula endé6crina mas importante en la regulacion
metabdlica de los diferentes tejidos. Es la unica glandula endocrina que
almacena de forma extracelular su producto sintetizado (16, 17).

4.3.2 Biosintesis de las hormonas Tiroideas

Existen dos moléculas importantes en la sintesis de hormona tiroidea: tirosina y
yodo. La tirosina forma parte de una gran molécula, la tiroglobulina. La
tiroglobulina es una glucoproteina formada en la célula folicular que constituye
el principal componente del coloide (es contenido en la luz del foliculo). Una
vez completada la sintesis de esta proteina en dicha célula, e incorporada a
pequefas vesiculas, se desplaza hacia la membrana apical y es secretada en
la luz del foliculo (16, 17).



La sintesis de las hormonas tiroideas depende fundamentalmente de la
disponibilidad del yodo de la dieta. El yodo pasa a la célula del foliculo tiroideo
como ion yoduro por procesos de transporte activo. El pasaje del yodo al
interior de la célula esta regulado principalmente por la hormona hipofisaria
tirotropina (TSH). Una vez dentro de la célula, el yoduro debe ser oxidado por
la accion de la enzima tiroperoxidasa, TPO (unida a la membrana apical) que
funciona junto con el peroxido de hidrogeno (H202) como aceptor de
electrones, para que mas tarde pueda unirse a las estructuras anulares de las
moléculas de tirosina, que son parte de la secuencia de aminoacidos de la
tiroglobulina. El anillo tirosilo puede incorporar una molécula de yoduro
formando monoyodotirosina (MIT) o dos moléculas de yoduro dando lugar a la
diyodotirosina (DIT) (16, 17, 18).

La enzima tiroperoxidasa también participa en el acoplamiento de las unidades
de DIT y MIT para la produccién de las hormonas tiroideas. El acoplamiento de
dos moléculas de DIT conlleva a la formacion de la 3,5.3°,5 -tetrayodotironina,
conocida como tiroxina o T4. Cuando se une una molécula de DIT y otra de
MIT se forma la 3,5,3 -triyodotironina o T3. El principal producto es la T4, ya
que la relacién habitual entre la T4 y T3 en la glandula es 10:1 pero cuando
disminuye la disponibilidad de yodo o existe una hiperestimulaciéon de la
glandula, se favorece la formacion de la T3 proporcionando una hormona mas
activa (16, 17).

La mayor parte de la formacién de T3 se produce fuera de la glandula tiroidea
por desyodacioén de la T4, considerada como una prohormona, por la acciéon de
enzimas desyodadoras. Los tejidos con mayor concentracién de enzimas
desyodadoras son el higado y los rifiones y algo en el musculo. Esta hormona
(T3) es la que actua en las células diana. Otro producto de secrecién, aunque
en pequenas cantidades es la 3,3",5 -triyodotironina (rT3 o T3 reversa) que se
diferencia de la T3 por la posicién de uno de los atomos de yodo. Esta hormona
(rT3) es inactiva, y se trata de un compuesto alternativo de la prohormona T4
producido cuando existe una menor necesidad de hormonas tiroideas (16, 17).

La tiroglobulina yodada se almacena en la luz acinar como reserva hormonal
en forma de coloide hasta su liberacién. Cuando la célula folicular es
estimulada por la TSH (por aumento de los requerimientos organicos) aparecen
pseudoépodos en la membrana apical que engloban pequenas porciones de
coloide del lumen folicular y esas gotas de coloide entran al citoplasma por un
proceso de endocitosis. Una vez en el citoplasma las moléculas de TBG
(Globulina ligante de tiroxina) se fusiona con los lisosomas y las proteasas
lisosomales van hidrolizando la tiroglobulina yodada hasta la liberacién de
todos sus aminoacidos, incluidos los yodados, las yodotirosinas MIT y DIT y las
yodotironinas T4 y T3. Estas hormonas abandonan la célula a través de la
membrana basal entrando en el torrente circulatorio por los capilares
adyacentes. La MIT y DIT se separan del yodo por la accién de la enzima
yodotirosina deshalogenasa, y tanto el yodo como las moléculas restantes de
tirosinas son recicladas para la formacién de nuevas hormonas tiroideas (16,
17).
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Imagen 3: Representacion de una célula folicular que muestra las etapas de
sintesis y liberacion de T3 y T4. Los numeros identifican las fases
mas importantes: 1, atrapamiento del yodo; 2, oxidacion del yodo; 3,
exocitosis de la tiroglobulina; 4, yodacién de la tiroglobulina; 5,
acoplamiento de las yodotirosinas; 6, endocitosis de la tiroglobulina;
7, hidrolisis de la tiroglobulina; 8, liberacion de T3 y T4; 9,
desyodacion de la MIT y DIT; 10, reciclaje del yodo. TBG, Globulina
ligante de tirosina; TP, tiroperoxidasa. Fuente: Cunningham JG,
Klein GR. (2009). Fisiologia Veterinaria.

4.3.3 Transporte de las hormonas Tiroideas

Las hormonas T4 y T3 circulan casi completamente unidas a proteinas
transportadoras. La principal proteina transportadora es la globulina ligante de
tiroxina (TBG); se trata de una glucoproteina producida en el higado que
transporta el 75% de la T4 y T3, uniéndose el resto a otras proteinas, como la
prealbumina ligante de tiroxina (TBPA) y la albumina. La T4 unida a la TBG
funciona como un deposito circulante de T4, evitando la filtracion glomerular y
la pérdida posterior en la excrecion urinaria de las hormonas tiroideas. La
mayor cantidad de T4 se transporta de forma ligada, encontrandose en forma
libre (T4L) menos del 0,1%. La TBG tiene una afinidad 20 veces mayor por la
T4 que por la T3. Debido a la menor afinidad de la T3 por las proteinas
transportadoras, la concentracién de hormona libre (T3L) en este caso es
mayor: 0,35%. Las pequefias concentraciones de hormona libre (T4L), son sin
embargo, de gran importancia por ser las biolégicamente activas (ejercen
acciones sobre los tejidos efectores) y ademas realizan la retroalimentacion
hipofisaria y, por tanto, regulan la funcién tiroidea (17).



4.3.4 Regulacidén del eje hipotalamo-hipéfisis-tiroides

La glandula tiroides es el elemento efector de un eje clasico hipotalamo-
hipofisis-glandula periférica. Las concentraciones de hormonas tiroideas
circulantes se regulan a través del mecanismo feedback negativo. El principal
estimulo para su sintesis y secrecion es un aumento de la concentraciéon de
TSH en el suero. Esta se sintetiza y se secreta por la glandula pituitaria bajo la
estimulacién ténica de la TRH (hormona liberadora de tirotropina). La TRH es
un tripéptido secretada por el hipotalamo en las neuronas de los nucleos
supradptico y paraventriculares. La interaccion de la TSH con su receptor
localizado en la membrana basal del tirocito, aumenta la sintesis de las
hormonas tiroideas en los foliculos, puesto que participa en todos los pasos
biosintéticos ademas de estimular la liberacién de T4 y T3 hacia la circulacion
periférica. Los niveles circulantes de T4 y T3 regulan la secrecion tanto de TRH
como de TSH a través de una retroalimentacion negativa (imagen 4). La
molécula efectora de dicha retroalimentacién negativa es la T3 y aunque ésta
puede entrar directamente desde el plasma a la célula tirotrofa tiene mas
importancia aquella generada localmente, dentro de la hipdfisis, por la
monodesyodacién de la T4 por accion de la enzima desyodasa tipo Il. A nivel
de la pituitaria, la T3 inhibe la liberacion de TSH inducida por TRH y la
expresion de los genes de TSH a y B (19). A nivel hipotalamico existen
receptores para T3 y esta hormona inhibe la expresiéon del gen de TRH asi
como su sintesis. La T3 reduce aun mas la liberacién de TSH al disminuir el
numero de receptores de TRH. La T4 también puede sufrir desactivacion a
través de otra enzima, desyodasa tipo lll, presente en cerebro, placenta y
vasos sanguineos que la conviete en T3 reversa (T3r), inactiva
biolégicamente. La proporciéon de conversiéon de T4 a T3 o T3r depende del
estado metabdlico del organismo (23, 31). La TSH también es modulada por
neuropeptidos y neurotransmisores incluyendo dopamina y somatostatina que
actuarian inhibiendo la secrecidén de esta hormona (39).
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La autorregulacion tiroidea es un mecanismo intrinseco de regulaciéon mediante
el cual la tiroides puede modular la cantidad de yodo que capta y la cantidad de
hormona tiroidea que sintetiza, con independencia de TSH. En respuesta a un
aumento brusco de la administracion de yodo, reduce su transporte activo v,
por ende, las concentraciones de yodo intratiroideo por debajo de los niveles
inhibitorios, alcanzandose asi una nueva situacion de equilibrio. Disminuye a su
vez la formacién de AMPc en respuesta a TSH, la sintesis de tiroglobulina, la
yodacién y la liberacién de hormonas tiroideas (Efecto Wolf-Chaikoff) (22).

4.3.5 Acciones de las hormonas Tiroideas

Las hormonas tiroideas aumentan la produccion de energia y el consumo de
oxigeno de la mayoria de los tejidos (a excepcidn de la retina, bazo, testiculos,
encéfalo y pulmones) y como consecuencia, la produccién de calor.
Incrementan ademas la capacidad de transporte de oxigeno por la sangre
aumentando la masa de hematies por accién indirecta de la eritropoyetina.
Todo esto implica un mayor flujo de sangre en los tejidos, un aumento del gasto
cardiaco para asegurar un aporte de oxigeno suficiente y un aumento también
de la frecuencia cardiaca y el volumen sistélico en reposo, potenciandose la
fuerza y la velocidad de contraccién (17).

Las hormonas tiroideas estimulan los procesos digestivos, como la secrecion
de liquidos y enzimas, para favorecer una mejor digestién y absorcién en la
barrera intestinal. Las acciones metabédlicas de estas hormonas se relacionan
con el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas. Intervienen, por tanto,
en la gluconeogénesis, aunque la glucolisis y la glucogendlisis también pueden
ser estimuladas. Intervienen en la movilizaciéon de lipidos vy lipdlisis (aumentan
la concentracion de acidos grasos libres en el plasma para mas tarde favorecer
su oxidacion en los tejidos). Simultaneamente la concentracién de colesterol y
otras sustancias lipidicas disminuyen en la sangre. Finalmente, regulan la
secrecion biliar y en el caso del metabolismo proteico, promueven la protedlisis
del conjunto de proteinas labiles, asi como la sintesis de proteina (17).

Las hormonas tiroideas tienen un rol decisivo en el desarrollo fetal,
particularmente de los sistemas neurolégico y esquelético (1). Dichas
hormonas contribuyen ademas en la regulacion de procesos reproductivos
tanto en el macho como en la hembra: situaciones de hipotiroidismo retardan el
desarrollo sexual en los animales (17).

4.4 Patologias de la Glandula Tiroides

La patologia tiroidea canina con mayor incidencia e interés desde el punto de
vista clinico es el Hipotiroidismo canino (26).

4.4.1 Hipotiroidismo canino: Etiopatogenia

Es una enfermedad multisistémica que deriva de la producciéon y secrecién
inadecuada de hormonas tiroideas afectando practicamente a todos los
sistemas del organismo. El hipotiroidismo puede presentarse por un defecto en
cualquier parte del eje hipotalamo-hipofisis-tiroides:
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« Hipotiroidismo primario: el problema se origina en la glandula tiroideS'y
es el mas comun en perros (tiroiditis linfocitica, atrofia idiopatica,
destruccion neoplasica, causas iatrogénicas).

¢ Hipotiroidismo secundario: el trastorno se origina en la hipéfisis ,
(malformacion pituitaria, neoplasias, sindrome del enfermo eutiroideo, £
farmacoterapia).

e Hipotiroidismo terciario: se origina por un trastorno a nivel hipotalamico,
su aparicion es excepcional y no se ha comunicado en caninos
(malformacion hipotalamica congénita).

e Hipotiroidismo congénito: su incidencia en el perro es desconocida y
probablemente sea mayor a la registrada (disgénesis tiroidea,
dishormonogénesis, deficiente ingesta de yodo dietético) (40).

7

/

4.4.2 Hipotiroidismo canino: Factores predisponentes

Los signos clinicos generalmente se desarrollan durante la edad media (1-6
anos) (55). La edad media de diagnostico es de 7 anos, con un intervalo de 0,5
a 15 anos (7). Se mencionan las razas Golden retriever y Déberman pinscher
como las de mayor riesgo a padecer hipotiroidismo (7). Estas razas asi como
las razas grandes y gigantes, presentan signos a una edad mas joven (55).

Los machos y hembras castradas presentan mayor riesgo de hipotiroidismo
que los animales sexualmente activos, sin embargo en un estudio mas reciente
sobre perros hipotiroideos no se observé asociacion alguna con raza, sexo o
castracién (7).

4.4.3 Hipotiroidismo canino: Diagnodstico

El abordaje general ante una sospecha de hipotiroidismo implica que: deban
presentarse en ese paciente los signos clinicos propios de la enfermedad y
deben excluirse ENT (enfermedades no tiroideas) a través de una bioquimica
sanguinea completa (40).

Las anormalidades clinicopatolégicas mas constantes en los pacientes
hipotiroideos son la hipercolesterolemia (75% de los casos caninos y
concentraciones que pueden superar los 1000 mg/dl) (40) e hipertrigliceridemia
(88% de los casos caninos en ayunas) (7). Por lo tanto realizar un perfil lipidico
completo (colesterol, triglicéridos y lipoproteinas: HDL - LDL) es una
herramienta diagnéstica fundamental para muchas patologias en medicina
veterinaria y especificamente cuando se presume hipotiroidismo. Sin embargo
el diagnéstico definitivo de hipotiroidismo se realiza por medio de la valoracion
de hormonas especificas: T4T, T4L y TSH (10, 20, 25, 27).

4.4.3.1 Test Enddcrino:

4.4.3.1.1 T4 total (T4T)

La concentracion sérica de T4T basal es la suma de la hormona ligada a
proteinas y libre (T4L) circulante en sangre. Los laboratorios de quimica clinica
en la actualidad determinan T4T por radioinmunoanalisis (RIA) o
enzimoinmunoanalisis. La técnica de RIA se considera el patréon oro para medir
la concentracion sérica de T4T y en general se la acepta como el método de
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referencia. La sensibilidad diagnéstica es elevada, mas del 95%. La
especificidad es mas baja, aproximadamente el 70%.El rango normal de la
tiroxinemia varia entre los laboratorios debido a diferencias en los kits de RIA
comerciales, procedimiento analitico y experiencia. Para la mayoria de los
laboratorios, los niveles de corte para la T4T en los perros sanos van de 1 a 3,5
pg/dL. El limite inferior del rango normal varia entre los laboratorios,
dependiendo de la mayor especificidad o sensibilidad buscada para el analisis
(26).

Existe acuerdo universal en que la T4T circulante es mas baja de lo normal en
el hipotiroidismo. En la mayoria de los estudios, menos del 5% de los perros
hipotiroideos tienen valores dentro del rango de referencia o por encima (36).
La disminucion de la T4T no es especifica para el diagnostico de
hipotiroidismo. Esa reduccion de T4T puede derivar de una enfermedad
extratiroidea (insuficiencia renal, diabetes mellitus, hepatitis,
hiperadrenocorticismo, hipoadrenocorticismo, trastornos neoplasicos,
piodermia, etc.) o ser secundaria a la administracion de farmacos
(glucocorticoides, anticonvulsivantes farmacos antiinflamatorios no esteroideos
y sulfonamidas potenciadas) (36,55).

Se debe considerar también que ciertos mecanismos fisiolégicos pueden
reducir la T4T:

- Los perros sanos exhiben una fluctuaciéon diaria de los valores de T4T
por debajo del rango de referencia (36). Hoh y col., (2006) encontraron
que los valores de T4T y T4L, determinados mediante
quimioluminiscencia, eran superiores entre las 11:00 hs y las 14:00 hs
en comparacion a los obtenidos a la hora 8:00, por lo que sugieren medir
estas hormonas entre las 11:00 y las 14:00 hs para facilitar el
diagnostico de hipotiroidismo canino. En el mismo sentido Pessina y col.,
(2010) reportaron que la hora de muestreo afectd las concentraciones de
T4T, siendo estas mayores entre 11:00 y las 15:00 hs.

- Los perros de talla grande o de raza mediana tienen normalmente, una
disminuciéon de los valores de T4T circulante comparado con los de
razas pequefas. Ademas hay una disminucién notoria en los valores de
T4T en los perros de caza, como el Galgo inglés, Wolfhound y Saluki
(36).

- La edad también influye sobre las concentraciones de T4T circulante,
que disminuyen progresivamente a un rango medio-normal en los
animales de mediana edad, a valores normal-bajos en pacientes
mayores. Esta es una caracteristica fisiolédgica normal que debe
considerarse ya que hay un alto porcentaje de perros geriatricos
evaluados como hipotiroideos (36).

Cuando no se considera el estado especifico del ciclo reproductor femenino y
los perros simplemente se clasifican como machos o hembras, el sexo no tiene
efectos aparentes sobre la concentracién sérica de hormona tiroidea (36). Los
valores de T4 aumentan durante las fases de dominancia de progesterona del
ciclo estral en las perras. Se ha postulado que la progesterona (elevada
durante el diestro con gestacién o sin ella) puede acrecentar la afinidad de las
proteinas plasmaticas ligadoras por las hormonas tiroideas, con el resultante
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incremento en los niveles séricos de T4 y T3 totales (10). Por otro lado,
Mooney y Peterson (2007) proponen que si bien los niveles de T4 pueden
aumentar durante las fases de dominancia de progesterona del ciclo estral en
las perras, los valores tienden a permanecer dentro del rango de referencia y
no tendrian ninguna importancia clinica.

Dada la diversidad de factores que pueden causar valores de T4T bajos, esta
claro que los valores anormales no pueden confirmar hipotiroidismo pero
tampoco se puede descartar tal diagnéstico (40).

Es importante recordar que perros con tiroiditis linfocitica desarrollan
anticuerpos de hormona tiroidea y la presencia de dichos anticuerpos de T4
(T4AAs) puede interferir con las mediciones de T4T usando las metodologias
comerciales disponibles. En la mayoria de los casos, los anticuerpos de T4
aumentan artificialmente la concentracién de T4T medida haciendo que valores
bajos caigan en el rango de referencia o por encima del limite superior del
rango de referencia. Los aumentos masivos en la concentracion aparente de
T4T plantean pocos problemas de diagnéstico ya que dichos resultados
aumentan la sospecha de T4AAs, especialmente si los resultados de otros test
apoyan hipotiroidismo (36).

4.4.3.1.2 T4 libre (T4L)

La T4L es la fraccion metabdélicamente activa de T4 y representa la fraccion de
hormona que esta disponible para el tejido, por lo que su medicidon deberia
proporcionar una valoracidn mas precisa de la capacidad funcional de la
tiroides (36).

La medicién aislada de T4L en seres humanos, mediante camara de dialisis,
posee una precision diagnéstica de casi el 90%, refleja de forma mas constante
el estado tiroideo. Sin embargo, en medicina veterinaria, su valoracion se lleva
a cabo por radioinmunoanalisis (RIA) y no aporta mas datos que la medicién de
T4T (55).

Una pequefa proporcién de perros hipotiroideos mantienen valores de T4L
dentro del rango de referencia (rango de referencia T4L 10-45 pmol/l), aunque
en el limite inferior. Esto probablemente refleja un intento por mantener las
concentraciones de T4L adecuadas frente a un hipotiroidismo temprano
(hipotiroidismo subclinico) (36).

La T4L también estd afectada por ciertas terapias con farmacos y por
enfermedades no tiroideas, aunque en menor extension que la T4T. El
hiperadrenocorticismo, el tratamiento con fenobarbital y glucocorticoides
exdgenos tienen la capacidad para disminuir los valores de T4L circulante (36).

4.4.3.1.3 TSH canina

La medicién de las concentraciones de TSH ha revolucionado el diagnéstico
del hipotiroidismo canino. Debido a que la amplia mayoria de perros
hipotiroideos tienen hipotiroidismo primario, se espera un aumento de las
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concentraciones de la TSH circulante. No se recomienda medir la TSH de
manera aislada, ya que tiene una sensibilidad y especificidad diagnostica de
aproximadamente el 80%. La especificidad de la disminucidn de T4T
combinada con el aumento de TSH es mayor al 95% en casi todos los estudios
publicados. Por esta razén normalmente se recomienda como primera linea de
test junto con una estimacién de T4T y T4L (36).

La concentracion sérica de TSH esta elevada en la mayoria de los casos de
hipotiroidismo primario debido a la desaparicion de la retroinhibicién de T4y T3
en la hipdfisis y el hipotalamo. Sin embargo la concentraciéon sérica de TSH es
normal en el 20-40% de los perros hipotiroideos. La concentracion sérica de
TSH puede estar elevada en perros eutiroideos con enfermedades no tiroideas.
Un valor elevado de TSH sérica y valores bajos de T4T o T4L son diagndstico
de hipotiroidismo (47).

Mientras que las concentraciones de TSH circulante aumentan por encima del
rango de referencia en la mayoria de los perros hipotiroideos, una proporciéon
importante tiene valores dentro del rango de referencia. Se han propuesto una
variedad de explicaciones posibles:

- Enfermedad no tiroidea concurrente puede disminuir las concentraciones
de TSH dentro del rango de referencia en perros hipotiroideos. A fin de
evitar cualquier posible interferencia, la enfermedad concurrente debe
tratarse o estabilizarse antes de hacer el test de hipotiroidismo.

- La terapia con farmacos, especialmente con glucocorticoides, se sabe
que suprime los valores de TSH y puede disminuir las concentraciones
dentro del rango de referencia en los perros hipotiroideos. Se deberia
intentar retirar el farmaco antes de la medicién de TSH (36).

Por diversas razones la TSH puede estar elevada en perros eutiroideos:

- La TSH puede aumentar en las fases tempranas del trastorno de la
tiroides durante algun tiempo antes de que los valores de T4T
disminuyan y los signos clinicos sean aparentes (36).

- Las sulfonamidas potenciadas pueden causar concentraciones de TSH
aumentadas. Estos farmacos interfieren con la sintesis de la hormona
tiroidea dentro de la glandula y causan posiblemente un estado
reversible temporal con valores de TSH circulante aumentados. Los
valores de T4T pueden disminuir y los valores de TSH aumentar en una
o dos semanas desde el inicio de la terapia, respectivamente. El efecto
de supresidén puede ser profundo, y el tratamiento prolongado puede
inducir un estado clinico de hipotiroidismo. La retirada del farmaco
normalmente causa una resolucién completa en semanas. También se
ha registrado un leve aumento de la TSH como consecuencia del
tratamiento anticonvulsivantes con fenobarbital (36).

- La fase de recuperacion de una enfermedad no tiroidea también se ha
asociado con aumentos temporales de las concentraciones de TSH
circulante en perros (36).

No se han publicado reportes sobre las variaciones fisiolégicas de la TSH en
perros.
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4.4.3.2 Bioquimica hematica:

Numerosas anormalidades bioquimicas y hematoldgicas se asocian con el
hipotiroidismo tanto en humanos como en perros. Como ya se mencioné el
hipotiroidismo cursa frecuentemente con hiperlipidemia y anemia. Cuando
estas alteraciones estan presentes apoyan el presunto diagnéstico de
hipotiroidismo pero también aparecen en otros trastornos endodcrinos,
especialmente en la diabetes mellitus y en el hiperadrenocorticismo (11). Por lo
antedicho el valor predictivo de la mayoria de los parametros de rutina es
relativamente pobre (36).

Las anormalidades de los lipidos asociadas con el hipotiroidismo son debido a
una disminucién de la actividad enzimatica y una entrega hepatica dafnada de
lipoproteinas. Los cambios principales son la acumulacion de lipoproteinas de
alta densidad (HDLs), lipoproteinas de baja densidad (LDLs) y posiblemente,
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDLs) (36).

Se debe analizar la relacion HDL-LDL que en el perro es 3-1, si esta relacién se
pierde, estamos ante un probiema con la hormona tiroidea. La hormona tiroidea
maneja el proceso de depuracién de LDL en el higado, cuando ésta se
encuentra disminuida, el LDL no se capta en el higado, y la fraccién LDL
aumenta (8).

4.4.3.2.1 Colesterol:

El colesterol proviene de los lipidos alimentarios y de una activa biosintesis,
principalmente hepatica. Parte del colesterol alli elaborado se incorpora a las
membranas de los hepatocitos, mientras que la mayor parte se exporta en
forma de colesterol biliar, acidos biliares o esteres de colesterol. Es necesario
para la sintesis de sales biliares, vitamina D y hormonas esteroideas
(gonadales: progesterona, andrégenos y estrogenos y corticoadrenales:
mineralocorticoides, glucocorticoides), ademas de participar en la composicion
de tejidos y secreciones. Su eliminacion se efectia por excrecién biliar y lactea.
En la sangre, el colesterol total (CT) existe en forma libre o esterificada con
acidos graso, siendo esta ultima la predominante (39).

Patolégicamente se eleva en el hipotiroidismo, diabetes mellitus, obesidad,
sindrome nefrético, pancreatitis aguda, ictericia obstructiva,
hiperadrenocorticismo, ciertas retinopatias y otros trastornos, disminuyendo en
la insuficiencia hepatica, mala absorcién e hipertiroidismo. Cumple un rol en el
proceso aterogénico, del cual no estan exentos los animales domésticos. En el
perro se reportan esporadicamente infartos de miocardio afeccién que en el
ser humano responde principalmente a la aterosclerosis coronaria (15, 39).

4.4.3.2.1.1 Biosintesis:

La biosintesis de colesterol esta regulada por su concentracién intracelular y
por las hormonas glucagoéon e insulina. El control hormonal se consigue por
modificacion covalente de la HMG-CoA reductasa que interviene en la
conversion del HMG-CoA en mevalonato. El glucagén estimula la fosforilaciéon
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(inactivacion), mientras que la insulina promueve la desfoforilacién activando la
enzima y favoreciendo la sintesis de colesterol. Ese aumento en los niveles de
colesterol celular disminuye la transcripcién del gen que codifica el receptor de
la LDL, reduciendo la producciéon de receptores y por tanto la captacién de
colesterol desde la sangre (39).
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Imagen 5: Regulacion de la biosintesis del colesterol que equilibre la sintesis
con la ingestion de la dieta. El guagon promueve la fosforilacion
(inactivacion) de la HMG-CoA reductasa, y la insulina la
desfoforilacion (activacién). X son metabolitos no identificados del
enzima que estimulan la protedlisis. Fuente: Nelson DL, Cox MM.
(2009). Lehninger Principios de Bioquimica.

4.4322HDL-CyLDL-C:

Las lipoproteinas son complejos lipido-proteina que transportan lipidos a través
del plasma a los tejidos periféricos (36). Son macromoléculas que incluye un
nucleo de lipidos hidréfobos (triglicéridos, esteres de colesterol) y una zona
superficial hidrofilica (fosfolipidos, colesterol no esterificado y apoproteinas).
Las apoproteinas (apo), elaboradas por hepatocitos y enterocitos, son
proteinas especializadas necesarias para la formacién de lipoproteinas y para
la unién de estas con receptores celulares (15).

Las lipoproteinas se pueden clasificar en funcion de tamafo, densidad,
contenido lipido, contenido apolipoproteinico y movilidad electroforética. Las
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clases reconocidas en el perro son: quilomicrones; lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDLs); lipoproteinas de baja densidad (LDLs) y lipoproteinas de
alta densidad (HDLs). Las lipoproteinas tienen funciones especificas y una
unica via metabdlica (36).

Los quilomicrones transportan los lipidos alimentarios (predominantemente
triglicéridos) de los intestinos a los tejidos periféricos e higado (36).

Las HDL se forman en el intestino e higado, son las mas pequefas y densas.
Su rol es el transporte reverso de colesterol, desde los tejidos hacia el higado y
tejidos esteroidogénicos por un mecanismo llamado "absorcion de lipidos
selectiva" que es mediada por el receptor de HDL llamado SR-BI, por lo que las
HDL son consideradas como “factor de proteccion” del riesgo aterogénico. La
ablacion genética de SR-Bl tiene un efecto negativo sobre la fisiologia
cardiovascular en machos y hembras y un impacto negativo especifico de
genero sobre la fertilidad femenina (15, 32).

Las LDL son los productos finales de las VLDL (sintetizadas por enterocitos y
hepatocitos) y estan involucradas en el denominado transporte directo del
colesterol, que lo distribuyen y depositan en los tejidos, incluyendo las paredes
vasculares. Su vida termina cuando son internalizadas (endocitosis mediada
por receptores) y clivadas por enzimas lisosomales. El riesgo aterogénico es
directamente proporcional al aumento de LDL e inversamente proporcional a
los niveles de HDL (15).

Quilomicrones ((X60.000) "VLDL (X180.000)

LDL (X180.000) HDL (X180.000)

Imagen 6: Cuatro clases de lipoproteinas visualizadas en el microscopio
electrénico tras tincion negativa. (De Nelson DL, Cox MM, Lehninger
Principios de Bioquimica, 2009). Quilomicrones (50-200 nm de
diametro); VLDL (28-70 nm); LDL (20-25 nm); HDL ( 8-11 nm).
Fuente: Nelson DL, Cox MM. (2009). Lehninger Principios de
Bioquimica.

El metabolismo lipidico es influenciado por el ambiente, raza, alimentacion,

edad, sexo y otros factores. Segun el metabolismo lipidico, las distintas
especies animales se agrupan en dos grandes patrones: a) patrén LDL (LDL
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>HDL) donde la mayor parte del colesterol total es transportado por LDL (sefes
humanos adultos, cerdos, monos, conejos, cobayos, hamster y otros de vida
silvestre). El exceso de colesterol total dietario aumenta las LDL y su colesterol
asociado (C-LDL), por lo que exhiben mayor riesgo aterogénico. b) patron HDL
(HDL>LDL) donde la mayor parte del colesterol total es transportado por HDL
(bovinos, equinos, caninos, felinos, ratones y quizads también los pollos). El
exceso de colesterol total dietario aumenta las HDL y su colesterol asociado
(C-HDL), por lo cual son resistentes a la aterogénesis (15).

El perro es entonces una especie HDL-predominante, presenta ademas menos
niveles de apo-B lipoproteinas y menores niveles de esteres de colesterol en
las VLDL y LDL. Estas caracteristicas disminuyen el riesgo de muerte por
infarto coronario en perros comparado con los humanos debido a una
disminucion de la oferta de colesterol saturado a los tejidos periféricos, como
las arterias coronarias (42). Las especies HDL-predominantes tienen
aproximadamente de 5 a 6 veces mas lipoproteinas de elevada densidad (HDL)
que de baja densidad (LDL) (40). En un perro sano la relacion HDL-LDL es de
3:1 (8). Los valores de HDL que habitualmente se obtienen en caninos sanos
es de 0,80-1,20 g/L. El rango normal admitido de LDL en perros sanos es de
0,20-0,60 g/L (15).

Patolégicamente los niveles plasmaticos de colesterol total y LDL aumentarian
en perros con diabetes mellitus e hiperadrenocortisismo, permaneciendo bajos
en caninos obesos. Frecuentemente las dislipoproteinemias del canino son
secundarias a enfermedades metabodlicas y endécrinas (hipotiroidismo) y la
hipercolesterolemia puede ser causa de arteriosclerosis y lipemia retinal (15).

En el perro se ha descrito la presencia de una lipoproteina especifica de esta
especie, la HDL1, que normalmente se encuentra en muy pequenas
cantidades. Meyer y Hervey, (2004) observaron que perros tiroidectomizados
alimentados con una dieta rica en colesterol desarrollaron niveles
marcadamente incrementados de esta lipoproteina de elevada densidad
enriquecida con colesterol (HDL1) inicialmente denominada HDL, y un aumento
en los niveles de LDL. La HDL1 puede determinarse erroneamente como LDL
con algunos métodos analiticos (35).

4.4.3.2.3 Triglicéridos:

Los triglicéridos son la forma de almacenamiento de energia, tienen el
contenido energético mas alto de todos los nutrientes almacenados. Las
células pueden obtener acidos grasos combustibles a partir de tres fuentes:
grasas consumidas en la dieta, grasas almacenadas en tejidos especializados
(tejido adiposo) y grasas sinterizadas en el higado (39).

Los triglicéridos se sintetizan en la mucosa intestinal a partir de los
componentes de lipidos de la dieta y en el higado. Los triglicéridos producidos
en las células de la mucosa intestinal se transportan en sangre como
quilomicrones, los cuales estan formados en su totalidad por triglicéridos (80-
90%) y se denominan triglicéridos exégenos debido a su origen dietético. Los
triglicéridos formados en el higado se transportan en sangre en forma de VLDL
que contiene triglicéridos en un 60% y se denominan triglicéridos endoégenos
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(4). Un exceso de consumo de glicidos, grasas o proteinas por encima de las
necesidades energéticas se almacena en forma de triglicérido (39).

La precision de muchos analisis sanguineos y bioquimicos disminuyen si se
realizan con muestras lipémicas (nivel de lipidos anormalmente alto en el
plasma sanguineo, incluyendo los niveles altos de triglicéridos y/o colesterol),
por lo que se prefiere tomar muestras de sangre de animales en ayuno (toda la
noche) debido a que los quilomicrones aparecen en la sangre después de una
comida rica en grasas, pero desaparecen en 12 horas (4).

La biosintesis y degradacion de triglicéridos esta regulada segun los recursos
metabdlicos y las necesidades del momento. La velocidad de biosintesis se
altera por la accién de varias hormonas. La insulina, promueve la conversién de
glucidos en triglicéridos. Las hormonas glucagon y adrenalina estimulan la
movilizacion de acidos grasos cuando se requiere afrontar necesidades
energéticas (39).

Los acidos grasos de los triglicéridos se transfieren desde los quilomicrones y
las VLDL a los tejidos por la accion de la lipoproteina-lipasa (LPL), enzima
presente en la superficie endotelial de los capilares, especialmente en el tejido
adiposo y musculo esquelético. La actividad de la LPL aumenta por la accién
de la insulina, glucagén, hormona tiroidea y la heparina. Las LPL del tejido
adiposo son estimuladas por la insulina, promoviendo que el exceso de
carbohidratos y aminoacidos se transformen en acidos grasos en el higado los
cuales son transportados posteriormente, via VLDL, al tejido adiposo. De la
misma manera, los triglicéridos de los quilomicrones procedentes de la
absorcion de acidos grasos en el intestino son también transportados al tejido
adiposo bajo la influencia de la insulina (4,16).

La hiperlipidemia es comun en perros y puede ser primaria o secundaria a otras
enfermedades. La hiperlipidemia secundaria es la forma mas comun y puede
ser un resultado de trastornos endocrinos (hipotiroidismo, diabetes mellitus o
hiperadrenocortisismo), pancreatitis, colestasis, nefropatia, obesidad y grasa
alta dietas. La hiperlipidemia primaria es menos comun y suele asociarse con
ciertas razas (43).

En pacientes hipotiroideos el uso y el catabolismo de los lipidos disminuye en
mayor grado que la sintesis de los mismos, por lo que se puede observar un
incremento de los niveles plasmaticos de estos. El colesterol aumenta mas
frecuentemente que los triglicéridos, en especial en los casos graves, pero los
triglicéridos también pueden incrementarse (4).

19



5. OBJETIVOS

5.1 GENERAL

Contribuir al desarrollo de herramientas diagnésticas del hipotiroidismo canino.
5.2 ESPECIFICOS

1. Determinar la concentracién de T4T, TSH, T4L en perros sanos, de la
raza Pastor Aleman, de ambos sexos y de dos categorias etarias
(jébvenes y adultos).

2. Determinar la concentracién de Colesterol, Triglicéridos, HDL-C, LDL-C
en perros sanos, de la raza Pastor Aleman, de ambos sexos y de dos
categorias etarias (jévenes y adultos).

3. Investigar si las concentraciones plasmaticas de los metabolitos y
hormonas que se utilizan para el diagnéstico de hipotiroidismo canino
estan afectadas por el género y la edad.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Diseno Experimental

Se incluyeron en este estudio un total de 57 perros de la raza Ovejero Aleman,
de ambos sexos (32 machos enteros y 25 hembras enteras), clinicamente
sanos, provenientes de la Guardia de Coraceros de Montevideo y del Batallon
de Infanteria N°13. Todos los animales consumieron alimento balanceado
comercial durante el experimento. Fueron agrupados de acuerdo al sexo y
categoria etaria (jébvenes: 0 a 4 anos y adultos: 5 a 12 afos. Esta
categorizacion se realizo en funcion del rango etario y numero de animales que
dispusimos para este ensayo).

Se extrajeron muestras de sangre por venopuncion de la vente a cefalica en
tubos sin anticoagulante debidamente rotulados y se centrifugaron a 3000 rpm
por 15 minutos para la obtencion del suero. Las muestras se conservaron a -
20° C hasta ser analizadas en el Laboratorio.

6.2Determinaciones de hormonas y de metabolitos

Las determinaciones de hormonas y metabolitos se realizaron en el Laboratorio
de Técnicas Nucleares de la Facultad de Veterinaria, UdelaR.

Se determind la T4T y T4L por radioinmunoanalisis (RIA) utilizando kits
comerciales (Diagnostic Product Corporation, Los Angeles CA, USA). La
sensibilidad del ensayo fue 0,36 pg/dL y 0,05 ng/dL respectivamente. Los
coeficientes de variacion intraensayo para T4T fueron para el control bajo (0,74
pg/dL) y control alto (1,66 pg/dL) 7,5% y 4,6% respectivamente. Para T4L el
coeficiente de variacién intraensayo para el control bajo (0,25 ng/dL) fue 15 %.

La TSH se determindé por ensayo inmunoradiométrico (IRMA), utilizando kits
comerciales (Diagnostic Product Corporation, Los Angeles CA, USA). La
sensibilidad del ensayo fue 0,02 ng/mL. Los coeficientes de variacion
intraensayo para los controles bajos (0,25 ng/mL) y altos (2,8 ng/mL) fueron
10,6% y 8,2% respectivamente.

Las concentraciones de todos los metabolitos fueron analizadas por
espectrofotometria (Photometer, BTS-305, Biosystem). La determinacion del
colesterol, triglicéridos, HDL y LDL se realizé utilizando kits comerciales
ByoSistems S.A. Costa Brava 30, Barcelona (Espana). Los coeficientes de
variacién para los controles comerciales (Biochemistry control serum | y I,
Biosystem) para todos los metabolitos fueron menores a 10 y 12 %
respectivamente.

6.3 Analisis estadistico
Las concentraciones de T4T, T4L, TSH, colesterol total, HDL, LDL vy
triglicéridos valoradas en este ensayo se analizaron por el procedimiento mixto

(Proc Mixed, Statistical Analisis System, SAS) incluyendo en el modelo como
efectos fijos el sexo, la edad y sus interacciones.
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El nivel de significacién fue P < 0.05 y los valores de P comprendidos entre
0.05y 0.10 se consideraron como tendencia.

7. RESULTADOS
Los efectos del género y la edad sobre las concentraciones de los diferentes
metabolitos y hormonas determinados en este estudio se resumen en la

Tabla1. No se encontré efecto de la interaccion sexo y edad.

TABLA 1. Valores de significancia (P) para los efectos fijos
sexo y edad para las diferentes variables estudiadas.

VARIABLES SEXO EDAD
T4T 0,0031 0,0068
T4L NS NS
TSH 0,0361 0,0029
COL 0,0056 0,0628

TG 0,0027 NS
LDL NS 0,0228
HDL NS 0,0514

COL= colesterol; TG= triglicéridos; LDL= lipoproteinas de baja densidad; HDL=
lipoproteinas de alta densidad. NS= no significativo.

7.1 Variables Endocrinas

7.1.1.T4 Total (T4T)

La concentracion plasmatica de T4T estuvo afectada por el sexo, presentando
los machos valores menores que las hembras (1,41 £ 0,1 vs 1,96 + 0,1 pg/dL,
P=0,003) Figura 1A. La edad afect6 los niveles de T4T. Los animales jovenes
presentaron mayores valores que los adultos (1,93 £ 0,1 vs 1,44 + 0,1 pg/dL,
P=0,006) Figura 2A.

7.1.2T4 Libre (T4L)

La concentraciéon de T4 libre no estuvo afectada por el sexo ni por la edad.
Figura 1By 2B.

7.1.3TSH

La concentracién plasmatica de TSH estuvo afectada por el sexo presentando
las hembras valores menores que los machos (0,151 + 0,03 vs 0,232 + 0,03
ng/mL, P=0,036) Figura 1C. La edad afect6 los valores de TSH, los animales
jévenes presentaron valores menores que los adultos (0,132 + 0,03 vs 0,252 +
0,03 ng/ml, P=0,003) Figura 2C.
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Figura 1. Concentraciones de T4 total, T4 libre y TSH segun el género.
Las diferentes letras indican diferencias en el mismo grafico, a,b: P<0.05.
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Figura 2. Concentraciones de T4 total, T4 libre y TSH segun la edad.
Las diferentes letras indican diferencias en el mismo grafico, a,b: P<0.05
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7.2 Variables Metabodlicas
7.2.1 Colesterol

Las concentraciones de colesterol estuvieron afectadas por el sexo,
presentando las hembras mayores concentraciones que los machos (2,15 £
0,045 vs 1,98 = 0,039 g/L, P=0,0056), Figura 3A. La edad afect6 las
concentraciones plasmaticas de colesterol, siendo los adultos los que
presentaron mayor concentraciéon (2,12 £ 0,043 vs 2,01 + 0,043 g/L, P=0,0628),
Figura 3E.

7.2.2 Triglicéridos

Los valores plasmaticos de triglicéridos estuvieron afectados por el sexo, las
hembras presentaron mayor concentracién que los machos (1,34 + 0,03 vs
1,22 £ 0,03 g/L, P=0,003), Figura 3B. No se encontrd efecto de la edad, Figura
3F.

7.2.3 LDL-colesterol

El sexo no afecté los valores de LDL, Figura 3C. Las concentraciones de LDL
estuvieron afectadas por la edad mostrando los animales jovenes niveles
menores que los adultos (14,82 + 7,7 vs 40,49 + 7,3 mg/dL, P=0,023), Figura
3G.

7.2.4 HDL -colesterol
La concentracion plasmatica de HDL no fue afectada por el sexo, Figura 3D. La
edad afecté significativamente la concentracién plasmatica de HDL

presentando los animales jovenes valores superiores a los adultos (105,32 +
8,1 vs 82,24 + 8,3 mg/dL, P=0,051), Figura 3H.
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8. DISCUSION

Las concentraciones plasmaticas obtenidas en este trabajo para los
metabolitos (colesterol, triglicéridos, HDL, LDL) y las hormonas estudiadas
(T4T, T4L y TSH), se encontraron dentro de los rangos fisiolégicos normales y
coinciden con las reportadas en la bibliografia internacional para perros sanos
(15, 26, 36, 46, 59). Acorde a la busqueda bibliografica realizada, este es el
primer estudio que demuestra efecto del sexo sobre T4T, TSH y de la edad
sobre TSH en perros sanos.

Efecto del sexo sobre las variables endocrinas y metabdlicas

En el presente trabajo se encontré que los niveles de T4T fueron mayores en
las hembras que en los machos. Sin embargo, Pessina y col., (2010) en un
estudio previo realizado en siete perros sanos de la raza Cocker Spaniel
reportaron que la concentracién de T4 no fue afectada por el sexo. Si bien el
numero de animales utilizados en ese estudio es escaso comparativamente
con el nuestro (n=57), Reimers y col., (1990), tampoco encontraron efecto del
género sobre la T4T en muestras de sangre de 1074 perros sanos. Se podria
postular entonces que el efecto puede encontrarse unicamente en algunas
razas como la utilizada en nuestro estudio (Pastor Aleman). Chen y Riley
(1981) en un estudio realizado en caballos de diferentes edades y razas, no
encontraron diferencias en las concentraciones séricas de T4 entre sexos,
mientras que en estudios realizados en ratas, los machos presentaron mayores
niveles de T4 que las hembras (28, 50).

Uno de los mecanismos posibles que podria explicar la mayor concentracion de
T4T en las hembras, podria ser la asociacién positiva encontrada entre las
hormonas sexuales femeninas (estrogenos) y la insulina plasmatica (54), ya
que esta ultima - senal de la disponibilidad de carbohidratos- promueve la
secrecion de TRH (34). Esto concuerda con lo reportado por Pessina y col.,
(2010), que encontraron mayores valores de insulina post ingesta en las
hembras que en los machos y a su vez con la correlacién positiva encontrada
entre la T4T vy la insulina.

Las concentraciones plasmaticas de T4L determinadas en nuestro trabajo, no
fueron afectadas por el sexo, estos valores coinciden con lo reportado por
Ramirez Benavides (2009), que utilizando el método de quimioluminiscencia
determiné la concentracién de T4L en un grupo de 180 caninos.

Hemos encontrado que los machos presentaron mayores valores de TSH que
las hembras no coincidiendo con lo reportado por Pessina y col., (2010) donde
las concentraciones de TSH no fueron afectadas por el sexo. Estudios
realizados en ratas (50), encontraron que las hembras tenian mayores
concentraciones plasmaticas de TSH que los machos, mientras que Fukuda y
col.,, (1975) en esta misma especie no encontraron efecto significativo del
género sobre valores de TSH.

El presente hallazgo, que las hembras presentaron mayores concentraciones
de T4T y menores de TSH, es consistente con el mecanismo de
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retroalimentacion negativa conocido entre ambas hormonas. La hormona T4T
es la suma de la hormona ligada a proteinas (reservorio) y la hormona libre
(activa) (T4L). El equilibrio entre hormona libre y ligada se ve modificado debido
a diferentes situaciones ya sean fisiolégicas o farmacolégicas, como lo son los
estrogenos y glucocorticoides respectivamente (16). Los estrdgenos aumentan
la sintesis hepatica de las TBG (globulina ligante de tiroxina) produciendo un
desplazamiento hacia la forma ligada y como consecuencia un aumento de los
valores de T4T (39). Sin embargo se producen rapidos ajustes para mantener
una cantidad normal de hormona libre, produciendo un descenso en la tasa de
metabolismo o estimulando la produccion de hormona tiroidea mediante la
liberacion de TSH. Esto podria explicar porque los valores de T4L no se ven
influenciados por diferentes situaciones fisioldgicas en los perros (16).

La concentracion de colesterol en plasma varié acorde al sexo siendo mayor en
las hembras que en machos. Estos datos son consistentes con lo reportado
previamente en la bibliografia (12, 30, 44, 45, 46). Por el contrario otros autores
no reportaron diferencias atribuibles al sexo (15, 41, 42). Las mayores
concentraciones de colesterol encontradas en las hembras podria deberse a
mayores niveles insulina como se propuso anteriormente para T4T, ya que esta
hormona interviene en la regulacién de la biosintesis del colesterol (39).
Ademas, Nadal y col., (1998); Morimoto y col., (2001), en ratas reportaron que
el pico de estrogeno, que se produce durante el estro estimula la secrecién
pancreatica de insulina. Por otro lado la sensibilidad pancreatica a los
estrégenos podria ser mayor durante el estro como ocurre en la glandula
adrenal durante la fase folicular en las ovejas (56).

En cuanto a los triglicéridos, las hembras presentaron valores superiores en
relacion a los machos. Estos resultados son consistentes con lo reportado por
Pessina y col., (2009), aunque otros autores no han encontrado cambios en las
concentraciones de triglicéridos en relacién al género (42, 44) Asi como la
insulina interviene en la regulacion de la biosintesis de colesterol, también
promueve la sintesis de triglicéridos (39). Como se mencion6é anteriormente,
fueron las hembras las que presentaron valores mas elevados de insulina y
esto es consistente con las mayores concentraciones de triglicéridos
encontrada en las hembras.

No hemos encontrado efecto del género en la concentracion plasmatica de
LDL. En acuerdo con nuestros resultados, Osorio (2008), en un estudio
realizado en caninos adultos, 61 machos y 66 hembras, no encontré efecto a
pesar de haber utilizado un método de determinacién diferente para este
metabolito (método Friedwal). En contraposicién, Pasquini y col., (2008)
reportaron concentraciones de LDL superiores en los machos que en las
hembras. En otras especies, Coppo y col., (2003) encontraron que los equinos
machos presentaron mayores niveles de LDL que las yeguas, mientras que en
bovinos no hubo efecto significativo en cuanto al sexo.

En nuestro estudio no encontramos influencia del género sobre las
concentraciones de HDL. Sin embargo, Pasquini y col., (2008) y Barrie y col.,
(1993) reportaron mayores concentraciones de HDL en las hembras que en
machos. Estos resultados podrian tener su explicacién en lo publicado por
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Catalano y col., (2008) en un estudio realizado en humanos donde observaron
que la capacidad celular para el pasaje del colesterol a su interior a través de
receptores SR-Bl es significativamente superior en las mujeres que en los
hombres. Ademas sugieren que las hormonas sexuales influyen sobre ef
metabolismo de los lipidos y las proteinas que componen las HDL. Asi mismo,
Lopez y McLean (2006) también en humanos, teorizan que los receptores SR-
Bl son regulados de forma directa por los estrégenos, los cuales aumentan los
niveles de HDL plasmaticos y promueven el transporte de colesterol inverso.
Por lo tanto la regulacion del metabolismo de HDL por los receptores hepaticos
SR-BI es diferente entre machos y hembras.

Efecto de la edad sobre las variables endocrinas y metabdlicas

En el presente estudio se observd que los animales jovenes (0-4 anos)
presentaron valores superiores de T4T que los adultos (5-12 afnos). Este
resultado es consistente con lo reportado por Reimers y col., (1990), donde
encontraron que las concentraciones de T4T disminuian al avanzar la edad y
que en perros de 6 a 10 afos disminuyen un 50% con respecto a las
concentraciones encontradas en cachorros. En el mismo sentido, otros autores
reportaron un efecto significativo de la edad sobre las concentraciones de T4T,
siendo los animales jovenes los que presentaron concentraciones mas altas (3,
36, 57). La mayor concentracion de T4T encontrada en animales jovenes se
deberia a que éstos presentan una mayor tasa de crecimiento, desarrollo
corporal y maduracién de los centros de osificacion (17)

En nuestro estudio la concentracién T4L, no estuvo afectada por la edad. En
contraposicion a estos resultados, Ramirez Benavidez y Osorio, (2009),
encontraron que las concentraciones de T4L fueron mas bajas en caninos
mayores de 7 afos; esta diferencia puede estar dada por la diferente
metodologia diagnéstica empleada. Cabe sefalar que los ajustes metabdlicos
que se producen para mantener la concentracién de T4L en las proporciones
adecuadas son rapidos (16). Esto podria explicar que en nuestro estudio la T4L
no estuvo afectada por el sexo ni la edad. En los perros, la T4L circula en
plasma en muy baja cantidad, menos del 0,1% (16), por lo que las diferencias
encontradas entre los diferentes trabajos pueden depender de la sensibilidad
de la técnica empleada para la determinacién de esta hormona.

La concentracién de TSH en los perros adultos fue mayor que en los jévenes.
En el mismo sentido, Weller y col., (1984) reportaron que las concentraciones
plasmaticas de TSH en caninos de la raza Beagle, se incrementaban
significativamente con la edad. En el mismo sentido, Reimers y col., (1990)
reportaron que la sensibilidad de la glandula tiroides a la TSH disminuye con la
edad, porque el peso de la glandula tiroides va disminuyendo a medida que el
animal envejece y se sintetiza menor cantidad de T4. En humanos, existe un
descenso en la secrecién de hormonas tiroideas con la edad, sin embargo hay
una menor degradacion y una disminucion en su utilizacién al reducirse la
masa corporal lo que parece compensar este aspecto, manteniendo asi las
concentraciones en el anciano en niveles semejantes al del adulto (5).
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Las concentraciones de colesterol determinadas fueron mayores en animales
adultos que en los jévenes. Estos hallazgos coinciden con lo reportado por
otros autores quienes utilizaron en sus estudios un nimero mayor de animales,
de distintas razas y de edades diferentes (30, 42). Coppo, (2001) en humanos,
encontré que las concentraciones de colesterol aumentan a medida que
avanza la edad al igual que lo observado en caninos. En un estudio
comparativo realizado en varias especies animales, no se encontr6 efecto de la
edad sobre los niveles de colesterol en perros, mientras que en bovinos y
equinos las concentraciones de colesterol fueron menores en adultos en
comparacién a los jévenes (15). Groslambert y col., (1995) en contraposicion a
lo encontrado en nuestro estudio reportaron niveles de colesterol mas bajos en
caninos adultos. Las contradiccion encontradas en estos resultados pueden
deberse a los diferentes métodos de analisis utilizados, a las diversas
condiciones ambientales, raza, alimentacion, sexo, edad y otros factores que
influyen sobre el metabolismo lipidico (42).

Los niveles de triglicéridos no variaron de acuerdo a la edad, lo cual es
consistente con lo reportado por Pasquini y col., (2008) y Osorio (2008) en
estudios realizados en caninos de diferente género, edad y raza.

En nuestro trabajo, los animales adultos presentaron mayores concentraciones
de LDL en comparacién con los jévenes. Estos resultados coinciden con lo
reportado por Osorio (2008) que determina los niveles de LDL en un namero
mayor de caninos, a pesar de utilizar una técnica diferente (método Friedewal).
Mahley y col., (1981) en un estudio sobre receptores de lipoproteinas en la
membrana hepatica en perros, porcinos y humanos, observaron que perros
inmaduros tenian mas actividad de los receptores LDL hepaticos que los perros
maduros, estos hallazgos podrian explicar en parte nuestros resultados. En
contraposicion Shanna Wrigth y col., (2004), reportaron que los perros
inmaduros tienen una mayor concentracién de la fracciéon de LDL durante los
primeros anos de vida para luego ir disminuyendo con la madurez. En este
mismo sentido, Pasquini y col., (2008) utilizando un método enzimatico, en 251
perros sanos de diferentes razas, encontraron que eran los cachorros menores
de un ano los que presentaron niveles mas altos de LDL en comparacién a los
animales mayores de 6 anos. Coppo y col., (2003) no encontraron efecto de la
edad sobre las concentraciones de LDL en un estudio realizado en 59 perros
clinicamente sanos.

Los valores de HDL determinados en este estudio fueron mayores en los
animales jévenes que en los adultos, resultados que coinciden con lo reportado
por otros autores (42), mientras que Coppo y col., (2003) no encontraron efecto
de la edad sobre las concentraciones de HDL en perros.

Finalmente cabe destacar que al analizar los niveles de HDL y LDL la

concentracion de HDL fue siempre mayor que la de LDL lo cual corrobora la
idea de que el perro es una especie con patron HDL (HDL>LDL) (15,8).
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9. CONCLUSIONES

El género afectd dos de las tres variables endocrinas estudiadas, presentando
las hembras mayores concentraciones plasmaticas de T4T y menores
concentraciones de TSH que los machos. En lo que respecta a las variables
metabdlicas, las hembras presentaron mayores concentraciones de colesterol y
triglicéridos.

Los animales jévenes presentaron valores superiores de T4T y menores de
TSH que los adultos. Ademas, los animales jovenes presentaron menor
concentracién plasmatica de colesterol y LDL; asi como valores superiores de
HDL en comparacién con los adultos.

Esta informacion deberia tenerse en cuenta al momento de determinar los
rangos de normalidad para estas hormonas y metabélicos ya que el sexo y la
edad afectaron las concentraciones de los mismos. De todo esto se desprende
la importancia de enviar al laboratorio una ficha clinica completa (sexo, edad,
raza, etc.) acompafnando la muestra en la que se realizaran las
determinaciones de hormonales y metabolitos solicitados por el profesional
actuante.
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