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1. RESUMEN

Esta tesis tuvo por finalidad determinar los rangos de normalidad de las hormonas
(T4T, T4L y TSH) y metabolitos (colesterol y triglicéridos) utilizados para el diagndstico
de hipotiroidismo canino. Ademas se evalu¢ si factores como género, edad, talla y raza
afectan las variables mencionadas. Se seleccionaron 270 caninos sanos, machos y
hembras intactos, de razas puras y mestizos; los cuales se clasificaron acorde al
género, la edad, la talla y la raza. Las hembras presentaron mayores concentraciones
de hormonas tiroideas (T4T y T4L) que los machos (P=0.043 y P=0.0017
respectivamente). Los cachorros de 3 meses a 1 ano de edad presentaron mayores
niveles de T4T y T4L en comparacion con caninos adultos de 1 a 5 afios (P=0.0012 y
P=0.0001 respectivamente); y de 5 a 10 afios (P=0.005 y P< 0.001 respectivamente).
Los niveles séricos de TSH aumentaron con la edad, encontrando diferencias
unicamente entre los cachorros de 3 meses a 1 afo y adultos de 5 a 10 afos (P=
0.015). Las concentraciones séricas de colesterol y triglicéridos no difirieron con el
género, la edad o la talla de los caninos. El efecto de la raza se estudié Unicamente
para las razas Bulldog Inglés (n=20) y Bulldog Francés (n=17); machos y hembras
intactos. Los perros de raza Bulldog (francés e inglés) presentaron niveles séricos de
T4T y T4L mas altos que los grupos control (pastores alemanes y mestizos). Los
niveles séricos de colesterol, triglicéridos y TSH no se vieron afectados por la raza o el
género. Por otro lado esta tesis permitié establecer intervalos de referencia especificos
acorde al género y a la edad de los caninos. Se comparo si utilizando los intervalos de
referencia generados (IRE), la proporcion de caninos diagnosticados hipotiroideos se
modificaba al compararla con la obtenida mediante el intervalo de referencia unico
(IRI). El uso de los IRE evidencio un descenso del 50% en la proporcion de caninos
adultos confirmados mediante la determinacion de T4T para cada categoria etaria (IRI
vs IRE); exceptuando los cachorros de 3 meses a 1 afo. El uso de los IRI para T4T
mostré una mayor proporcion de machos confirmados que de hembras, mientras que
al utilizar los IRE se igual6 la proporcidén entre ambos. Existié un aumento del 9% en la
proporcion de caninos adultos confirmados mediante TSH (IRl vs IRE) aumentando
para cada categoria etaria. La proporcion de caninos confirmados mediante la
determinacion conjunta de T4T y TSH fue menor que la obtenida para cada hormona
por separado, al utilizar ambos intervalos (IRl e IRE). En suma, factores como el
género y/o la edad afectan las concentraciones de T4T y TSH, debiendo ser

consideradas al momento de realizar el diagnéstico enddcrino de hipotiroidismo canino



mediante estas hormonas. El uso de intervalos especificos que contemplen estas
variables permite una aproximacion diagndstica mas certera para dicha
endocrinopatia.



2. SUMMARY

The purpose of this thesis was to determine the reference intervals of the hormones
(TT4, FT4 and TSH) and metabolites (cholesterol and triglycerides) used for the
diagnosis of canine hypothyroidism. In addition, it was evaluated whether factors such
as gender, age, height and breed affect the aforementioned variables. We selected
270 healthy canines, intact males and females, purebred and mongrel; which were
classified according to gender, age, breed-size and breed. The females presented
higher concentrations of thyroid hormones (TT4 and FT4) than the males (P = 0.043
and P = 0.0017 respectively). Puppies from 3 months to 1 year of age had higher levels
of TT4 and FT4 compared to adult canines from 1 to 5 years old (P = 0.0012 and P =
0.0001 respectively); and from 5 to 10 years old (P = 0.005 and P <0.001 respectively).
Serum TSH levels increased with age, finding differences only between puppies from 3
months to 1 year and adults from 5 to 10 years (P = 0.015). The serum concentrations
of cholesterol and triglycerides did not differ with gender, age or size of the canines.
The effect of the breed was studied only for the English Bulldog breed (n = 20) and
French Bulldog (n = 17); intact males and females. Dogs of the Bulldog breed (French
and English) had higher serum TT4 and FT4 levels than the control groups (German
shepherd and mongrel). Serum levels of cholesterol, triglycerides and TSH were not
affected by breed or gender. On the other hand, this thesis allowed the establishment
of specific reference intervals according to the gender and age of the dogs. It was
compared if using the generated reference intervals (IRE), the proportion of diagnosed
hypothyroid canines was modified when compared to that obtained by the single
reference interval (IRI). The use of IREs showed a 50% decrease in the proportion of
adult canines confirmed by the determination of TT4 for each age group (IRl vs IRE);
except for puppies from 3 months to 1 year old. The use of the IRI for TT4 showed a
higher proportion of confirmed males than of females, whereas when using the IRE the
proportion between both was equalized. There was a 9% increase in the proportion of
adult canines confirmed by TSH (IRI vs IRE), increasing for each age category. The
proportion of canines confirmed by the joint determination of TT4 and TSH was lower

than that obtained for each hormone separately, using both intervals (IRl or IRE). In



sum, factors such as gender and/or age affect the concentrations of TT4 and TSH, and
should be considered at the time of performing the endocrine diagnosis of canine
hypothyroidism using these hormones. The use of specific intervals that contemplate

these variables allows a more accurate diagnostic approach for this endocrinopathy.
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1. INTRODUCCION

El hipotiroidismo es una de las enfermedades enddcrinas mas frecuentes en caninos,
pero también una de las mas sobrevaloradas en la clinica veterinaria (Feldman y
Nelson, 2007). Esta dificultad diagndstica surge como consecuencia de la ausencia de
un solo test que confirme la enfermedad, de la variedad de presentaciones clinicas y
de la existencia de factores que pueden hacer variar los parametros enddcrino-
metabdlicos obtenidos y asi contribuir a una interpretacién erronea de los resultados
(Coppo y col., 2003; Pasquini y col., 2008; Scott-Moncrieff y col., 2012; Hegstad-
Davies y col., 2015). La unica base certera para el diagnostico definitivo del
hipotiroidismo es la determinaciéon en plasma de hormonas tiroideas junto con la
determinacion de la hormona estimulante de la tiroides (TSH) (Ferguson, 1994;
Kemppainen y Behrend, 2001; Hoh y Oh, 2006). Asimismo, la determinacién del perfil
lipidico es una herramienta util en el diagnostico de esta endocrinopatia ya que la
hiperlipidemia se evidencia en un 75% de los caninos hipotiroideos (Feldman y Nelson,
2007). No existe una prueba de laboratorio con una sensibilidad y especificidad
perfecta. Los estudios clinicos demostraron que la TSH sérica tiene alta especificidad
(90 % o mayor) cuando se emplea para el diagnoéstico de hipotiroidismo canino, en
tanto su valor sea interpretado en concierto con la concentracion sérica de Tiroxina
total (T4T) o Tiroxina libre (T4L) y la sintomatologia clinica (Ramsey y col., 1997;
Peterson y col., 1997; Dixon y col., 1999). Una baja concentracion sérica de T4T o T4L
con un nivel de TSH elevado, en una muestra de sangre obtenida en un perro con
antecedentes y signos clinicos apropiados sostienen el diagnostico de hipotiroidismo

primario (Feldman y Nelson, 2007).

En perros los niveles séricos de las hormonas y metabolitos empleados en el
diagnéstico de hipotiroidismo canino pueden variar no soélo por la presencia de la
patologia tiroidea, sino por factores fisiologicos como la edad, el género, la talla y la
raza (Reimers y col., 1990; Gaughan y Bruyette, 2001). Numerosos estudios describen
que a medida que la edad aumenta, las concentraciones de T4T y T4L disminuyen
(Ramirez y Osorio, 2009; Shiel y col., 2010; Scott-Moncrieff y col., 2012; Hegstad-
Davies y col., 2015), y los niveles de TSH aumentan (Bhatti y col., 2006; Fialkovicova y
col., 2012; Hegstad —Davies y col., 2015). Mientras que para el colesterol y triglicéridos

las variaciones por edad estan dadas por mayores concentraciones séricas en



neonatos y cachorros en relacion a otras categorias etarias (Wright-Rodgers y col.,
2005; Pasquini y col., 2008). En cuanto al género si bien la informacion es
contradictoria, varios autores reportan que la concentracién sérica de T4T y T4L, es
mayor en hembras que en machos (Reimers y col., 1984; Shiel y col., 2010; Pessina y
col., 2014; Hegstad-Davies y col., 2015). Mientras que para TSH no se encuentran
diferencias entre géneros (Shiel y col., 2010; Hegstad-Davies y col.,, 2015). Con
respecto a los niveles de colesterol y triglicéridos, la informacion es contradictoria,
siendo mayores en hembras (Kaspar y Norris, 1977; Pasquini y col., 2008; Pessina y
col., 2009; 2010; 2014) o no observandose diferencias entre géneros (Downs y col.,
1993; Coppo y col., 2003; Osorio, 2006; Osorio, 2008). Ademas existen caninos de
razas como la Greyhound que tiene una concentracion de T4T y T4L
significativamente mas baja que las demas razas (Gaughan y Bruyette, 2001; Shiel y
col., 2007), asi como los Basenijis, perros de trineo de Alaska, Sloughis, Whippet y
Scottish Deerhounds que poseen valores de T4T o T4L ubicados por debajo o en el
limite inferior del rango de referencia para estas hormonas (Lee y col.,, 2004; Van
Geffen y col., 2006; Panakova y col., 2008; Seavers y col., 2008; Sheerer y col., 2013).
Por otro lado el Samoyedo, Siberian Husky y Keeshond si bien presentan valores de
T4T y T4L dentro del intervalo de referencia para la poblacidon canina general,
presentan valores mas altos para estas hormonas que otras razas caninas (Hegstad-
Davies y col., 2015). En cuanto a las variaciones raciales en los valores de colesterol y
triglicéridos, el Rotweiller y el Mastin de los Pirineos presentan mayores niveles de
estos metabolitos que otras razas caninas (Downs y col.,, 1993); mientras que otros
autores, si bien reconocen que existen razas de mayor riesgo para la hiperlipidemia
(Wada y col., 1977; Hubert y col., 1987), no observan diferencias raciales (Pasquini y
col., 2008). Para comprender mejor la implicancia de la raza en el diagnostico del
hipotiroidismo, tomaremos como ejemplo el Bulldog francés e inglés. Razas que a
pesar de su gran popularidad (Sandge y col., 2017), y sus dificultades reproductivas y
dermatoldgicas (Wydooghe y col.,, 2013), han sido poco estudiadas para el
hipotiroidismo. Es posible que estos animales, tengan valores hormonales fisiolégicos

diferentes de otras razas o de los intervalos de laboratorio no especificos.

En el diagndstico endocrinoldgico de la funcion tiroidea, los valores obtenidos de los
test hormonales se comparan con intervalos de referencia (IR) calculados para una
poblaciéon determinada y considerados normales si coinciden con un determinado
intervalo preestablecido (Friedrichs y col., 2012). Cada laboratorio debe tener sus



propios valores de referencia para una poblacion dada, ya que los valores de corte
pueden diferir considerablemente entre regiones o paises (Hubl y col., 2002). Los
caninos con niveles fisiologicos de hormonas tiroideas, TSH colesterol y triglicéridos
naturalmente mas bajos o mas altos podrian ser erroneamente diagnosticados si los
resultados sanguineos se interpretan sin tener en cuenta las caracteristicas
especificas del animal. Entonces, ¢no seria relevante, ademas de identificar los
factores que pueden hacer variar los valores obtenidos en nuestra poblacion, adaptar
los intervalos de referencia a estas variaciones?

La presente tesis busca determinar si el género, la talla, la edad y la raza en caninos
clinicamente sanos afectan las concentraciones séricas de las hormonas utilizadas
para el diagnéstico de hipotiroidismo canino (T4T, T4L y TSH), asi como colesterol y
triglicéridos. Ademas busca definir intervalos de referencia para las hormonas y
metabolitos mencionados, adaptandolos a estas variaciones fisiolégicas. Por ultimo se
propone contrastar la proporcion de animales confirmados para cada test diagndstico y
para cada intervalo de referencia (IRI vs IRE).



2. ANTECEDENTES

4.l. La glandula tiroides

4.1.1. Anatomia

En caninos, la glandula tiroides esta formada por dos lobulos simétricos, situados a
ambos lados de la traquea. El istmo que conecta los polos caudales de los lobulos
esta presente muy ocasionalmente, principalmente en razas braquicéfalas (Miller y
col., 1965) y razas grandes (Barone y Simoens, 2010). Los I6bulos tiroideos estan
cubiertos cada uno por los musculos esternocefalico, esternohioideo y ventralmente
por el musculo esternotiroideo. Las dimensiones y peso glandular son muy variables
en funcion de la talla del perro y de su raza. La longitud de cada Iébulo varia de 1.10 a
5.20 cm, su ancho de 0.35 a 2.63 cm y su grosor de 0.15 a 1.60 cm. Su peso total
oscila entre 0.65 y 25.30 gramos, representando aproximadamente 0.10 gr por kg del
peso vivo (Barone y Simoens, 2010). En general, son los perros mas jovenes y de
razas pequenas (especialmente las braquicéfalas) los que presentan tiroides de mayor
volumen (Miller y col., 1965). También ha sido reportado un mayor tamano glandular
en hembras que en machos, ocurriendo un agrandamiento transitorio y normal de la

tiroides canina durante el estro y la prefiez (Miller y col., 1965).

La tiroides es una glandula hipervascularizada, la mayor parte de su irrigacion esta
dada por la arteria tiroidea anterior que proviene de una rama de la carétida comun y
la arteria tiroidea posterior que tiene origen en la arteria cefalica. El principal retorno
venoso de la glandula esta dado por la venas tiroideas craneal y caudal, que
abandonan el borde caudal y craneal de cada I6bulo y se unen luego a la vena yugular
interna (Evans y De Lahunta, 2013). La tiroides recibe fibras nerviosas derivadas del
componente simpatico (nervio simpatico cervical) y parasimpatico (nervio laringeo
superior y laringeo recurrente, ambos procedentes del nervio vago). No hay evidencia
que indique la existencia de nervios secretores en la tiroides (no habiendo
terminaciones nerviosas en las células foliculares). Los fendmenos de secrecion estan
indirectamente influidos, sin embargo, por un control estricto del flujo sanguineo a
través de la glandula en virtud de los abundantes plexos nerviosos en las paredes de
las arterias (Evans y De Lahunta, 2013).
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Figura 1. Anatomia de la glandula tiroides del perro. Fuente: Graves y col. (1994).

4..2. Histologia

La glandula tiroides esta envuelta por una capsula conjuntiva de la cual nacen
tabiques y trabéculas que constituyen la trama del parénquima glandular, y dividen a la
glandula en pequefios Iébulos. El parénquima esta constituido por innumerables
foliculos tiroideos, cada uno de los cuales representa una unidad estructural y
funcional. Estos foliculos son esferoides, su diametro varia de 200 a 500 ym (Evans y
De Lahunta, 2013) y contienen una sustancia coloidal derivada de la secrecion de las
células foliculares. El diametro folicular, las caracteristicas de sus células y su coloide
varian segun el estado funcional de la glandula. Los foliculos en actividad son
pequeinos y las células de su pared tienen una forma columnar, mientras que los
menos activos son grandes y sus células se vuelven bajas o cubicas. El epitelio
folicular esta constituido por mas de un 90% de células foliculares, de tipo cuboide,
encargadas de producir las hormonas tiroideas, tiroxina (T4T) y la triiodotironina (T3); y
menos de un 10% de células parafoliculares, o "células C", que secretan calcitonina,
relacionada con la homeostasis del calcio-fosforo (De la Cruz Palomino, 1995). Las

células foliculares tienen la particularidad de estar polarizadas para secretar sus



productos hacia la cavidad folicular. Esta cavidad esta llena de coloide, que contiene
moléculas de tiroglobulina, y aminoacidos yodados unidos a ellas por enlaces
peptidicos. Las células foliculares estan en contacto con los lechos capilares por
donde seran secretadas las hormonas tiroideas.

Figura 2. Localizacion anatémica de la tiroides (a) e histologia (b). a - L: laringe, T:

traquea, MES: musculo esternocefalico. Los I6bulos estan marcados con las lineas

punteadas. b - 1: foliculos en reposo (mayores) y 2: foliculos activos (de menor
dimensidn). Fuente: Castillo, V. (2011): Hipotiroidismo canino. Rev. Vet. Focus 21(1),
2-8. Figura1.

4.1.3. Sintesis y secrecion de hormonas tiroideas

El yodo ingerido tiene como unica funcion la sintesis de hormonas tiroideas. Este se
absorbe a nivel intestinal como yoduro (I-) y se transporta de forma activa desde la
circulacion a la glandula tiroides. La tiroglobulina es producida por las células
foliculares, siendo almacenada de forma extracelular en el interior del foliculo. El I-
oxidado en la superficie luminal del tirocito (mediante la tiroperoxidasa) se liga a la
tiroglobulina para formar la monoiodotirosina (MIT) y la di-iodotirosina (DIT). Este
proceso de organificacion ocurre rapidamente uniéndose dos moléculas de DIT para
formar la T4, o un MIT y un DIT, para formar T3 (Braz Da Cruz y Manoel, 2014). Bajo
el estimulo de la TSH, la tiroglobulina es captada (endocitosis) por la membrana apical

de la célula en direccion a la sangre. La glandula tiroides sintetiza fundamentalmente



T4, y en menor proporcion T3 (ya que esta ultima es tres a cinco veces mas potente
que la T4 a nivel celular) (Braz Da Cruz y Manocel, 2014). La transformacion de T4 en
T3 es regulada por la deiodinasa intracelular de los diferentes tejidos (Feldman y
Nelson, 2007). La variacion en la concentracion de esta enzima podria determinar que
algunos tejidos sean mas sensibles que otros a presentar hipotiroidismo a pesar de
mantener niveles adecuados de hormonas tiroideas en sangre (Duncan y col., 2003).
Se considera que las células tirotropicas hipofisarias son las primeras células en
volverse hipotiroideas; su capacidad para detectar la disminucion precoz de los niveles
de T4 diarios aumenta la secrecion de TSH (Castillo, 2011). Gran parte de las
hormonas tiroideas circulan en sangre ligadas a proteinas transportadoras. La
globulina ligante de tiroxina (TBG) es la proteina transportadora mas importante en los
caninos, debido a su alta afinidad por la T4; aunque también pueden unirse a la
albumina y prealbumina (TBPA). Las hormonas ligadas actian como reserva,
disociandose a medida que la fraccion libre en sangre va siendo utilizada por los
tejidos (Feldman y Nelson, 2007).

4.1.4. Regulacion de la funcién tiroidea (eje hipotalamo-hipéfiso-tiroideo)

La sintesis y secrecion de hormonas tiroideas estan reguladas por mecanismos extra e
intratiroideos (TSH y autorregulacion respectivamente). La TSH es el principal
regulador de la actividad tiroidea, uniéndose a los receptores de la glandula para
activar la liberacion de T3 y T4 a la circulacion. Las hormonas tiroideas, a su vez,
regulan la secrecion de TSH mediante un mecanismo de retroalimentacion negativa.
La regulacion del eje hipotalamo-hipofiso-tiroideo (H.H.T) depende de la sintesis y
secrecion diaria de hormonas tiroideas, ya que estas inhiben la sintesis de TRH y
TSH. La hipdfisis es el termostato que regula la actividad de la tiroides con un
mecanismo muy simple y preciso: cuando los niveles séricos de T4 descienden, la
hipofisis lo detecta y aumenta la produccion de TSH que estimula la produccion y
liberacion de mas hormona tiroidea (Feldman y Nelson, 2007; Martin-Almendra, 2016).
A la inversa, si los niveles de T4 se encuentran altos, aumenta la conversion de T4 a
T3, con la consiguiente inhibicién de la TRH y la TSH, entonces la tiroides ralentiza su
actividad (Duncan y col., 2003). Las condiciones fisioldégicas que alteran los niveles de
TSH, y por lo tanto de T3 y T4, estan relacionadas con las acciones de las hormonas
tiroideas sobre la utilizacion de la energia y la termogénesis. Una dieta alta en calorias

tiende a incrementar la disponibilidad de T3, de forma inversa el ayuno disminuye los



niveles de TRH y por lo tanto la capacidad de respuesta de la TSH y los niveles de T3.
Por otra parte la exposiciéon al frio aumenta la secrecion de TSH y de hormonas
tiroideas con el fin de aumentar los procesos termogénicos (De la Cruz Palomino,
1995).
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Figura 3. Regulacién de la funcion tiroidea (eje hipotalamo-
hipéfiso-tiroideo)



4.11. Hipotiroidismo en caninos

4.11.1. Definicidn y caracteristicas generales del hipotiroidismo

El hipotiroidismo se define como la accién deficiente de la hormona tiroidea sobre sus
organos diana, que puede ser secundaria a la secrecion insuficiente de T4 y T3, a
defectos en los receptores nucleares (resistencia a la hormona) o a defectos
moleculares o secretores de la TSH (Morreale y col., 2002). Esta deficiencia puede
surgir por la disfuncién de cualquier parte del eje hipotalamo-hipdfisis-tiroideo (Scott-
Moncrieff y Guptill-Yoran, 2005).

4.11.2. Epidemiologia

La prevalencia de hipotiroidismo canino es de 0.2% a 0.8% (Panciera, 1994; Dixon y
col., 1999); y el hipotiroidismo adquirido representa el 97% de los casos, mientras que
el congénito contribuye solo con un 10% de la casuistica (Feldman y Nelson, 2007).
Esta endocrinopatia se da generalmente en perros mayores a un ano (Dixon y col.,
1999; Castillo, 2011); siendo la edad promedio en el momento del diagndstico de 7
anos (Dixon y col., 1999; Scott-Moncrieff y Guptill-Yoran, 2005; Castillo, 2011). Las
razas caninas reportadas como de mayor riesgo de hipotiroidismo son el Golden
Retriever, el Doberman Pinscher, el Labrador retriever, el Caniche, el Cocker el Boxer
y el Beagle (Milne y Hayes., 1981; Panciera, 1994; Dixon y col., 1999). Si bien no
existe un consenso internacional sobre el riesgo de hipotiroidismo canino acorde al
género, algunos estudios sugieren cierta predisposicion en las hembras. Pedersen y
col. (1999) reportaron un mayor riesgo en las hembras intactas, mientras que un
estudio previo basado en 90.090 registros de pacientes informé que las hembras

castradas tenian un 1.5 a 2 veces mayor riesgo de padecer tiroiditis linfocitica



autoinmune que los machos castrados (Sundburg y col., 2016). En contraposicion
otros estudios no encontraron diferencias y ambos sexos estarian igualmente
representados (Dixon y col., 1999; Mooney, 2011), siendo si la castracién un factor de
riesgo significativo (Milne y Hayes 1981; Panciera, 1994).

4.11.3. Origen y causas del hipotiroidismo

El hipotiroidismo puede ser primario, si la patologia que lo origina se encuentra en la
glandula tiroides, o central si se origina en la hipd&fisis (secundario), o en el hipotalamo
(terciario) (Mooney, 2017). Asimismo el hipotiroidismo puede ser congénito o
adquirido, dependiendo de la edad en que la enfermedad se establezca (Mooney y
Shield, 2012).

Hipotiroidismo adquirido primario

En caninos el hipotiroidismo adquirido primario, representa mas del 95% de los casos
clinicos (Dixon, 2004; Graham y col., 2007). Aproximadamente la mitad de ellos son
consecuencia de una tiroiditis linfocitica (inmunomediada) y el 50% de los casos
restantes son causados por una atrofia idiopatica de la glandula tiroidea (Dixon, 2004;
Feldman y Nelson, 2007; Graham y col., 2007).

La tiroiditis linfocitica se caracteriza por la destruccion autoinmune de la tiroides; el
propio organismo produce anticuerpos contra la tiroglobulina, tiroperoxidasa y las
hormonas T3 y T4 (Braz Da Cruz y Manoel, 2014). La infiltracién de la glandula por
parte de plasmocitos, linfocitos y macréfagos, junto con la formacién de nddulos
linfoides produce una destruccion irreversible de los foliculos y consecuente fibrosis
(Mooney y Shield, 2012). La atrofia idiopatica de la tiroides se describe como un
proceso degenerativo con una sustitucion gradual del tejido glandular por tejido
adiposo y conjuntivo, y una reaccioén inflamatoria minima (Feldman y Nelson, 2007). La
causa de este proceso todavia se desconoce, pero algunos autores creen que puede
corresponder al estadio final de la tiroiditis linfocitica, dado que algunos animales con

tiroiditis linfocitica se tornan negativos a los TgAAs en ese estadio (Mooney, 2017).
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Figura 4. A: Tiroiditis linfocitica. Acumulo de linfocitos en la glandula tiroides con
pérdida de foliculos. Los foliculos restantes contienen coloides palidos con vacuolas y
restos celulares. Tincion de hematoxilina-eosina. B: Atrofia idiopatica tiroidea. Tejido
adiposo sustituyendo el parénquima tiroideo normal. Fuentes: Scott-Moncrieff y
GuptilL-Yoran, 2005 (Figura 287-3); Dixon, 2004 (Figura 10.3).

Hipotiroidismo adquirido central

El hipotiroidismo adquirido central se ha registrado en perros aunque es muy raro
(menos del 5% de la casuistica). La glandula tiroides no esta primariamente afectada
sino privada de la correcta estimulacion por parte de la TSH (hipotiroidismo
secundario) o la TRH (hipotiroidismo terciario) (Mooney, 2017). Las causas mas
comunes de hipotiroidismo secundario incluyen neoplasias hipofisarias,
hipofisectomias y, menos frecuentemente, deficiencias postraumaticas (Foley y col.,
2009; Mooney, 2017). El hipotiroidismo terciario s6lo se describié en un perro con
neoplasia hipotalamica (Shiel y col., 2007).

Hipotiroidismo congénito

El hipotiroidismo congénito es muy poco frecuente y puede deberse a defectos en el
desarrollo de la glandula tiroides, a la deficiencia de peroxidasa en determinadas razas
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(Toy Fox Terriers y Rat Terriers) (Fyffe y col., 2003; Pettigrew y col., 2007), o a un
defecto en la secrecion de TSH (por ejemplo por insuficiencia adenohipofisaria)
(Castillo, 2011). Este debe diferenciarse del hipotiroidismo juvenil, ya que este ultimo
se produce como consecuencia de la hipotiroxinemia materna (que afecta a todos los
fetos (Feldman y Nelson, 2007).

4.11.4. Signos clinicos del Hipotiroidismo

Signos clinicos del Hipotiroidismo adquirido

Las hormonas tiroideas son necesarias para las funciones metabdlicas celulares
normales del cuerpo, por lo tanto su deficiencia afecta a casi todos los sistemas
organicos. Como resultado los signos clinicos no son especificos y dependen en parte
de la edad del animal en el momento en que se establece la deficiencia hormonal
(Feldman y Nelson, 2007).

Los signos asociados a la disminucién de la tasa metabdlica incluyen letargo,
embotamiento mental, aumento de peso, falta de voluntad para hacer ejercicio, e
intolerancia al frio (Scott-Moncrieff y Guptill-Yoran, 2005). Con frecuencia se observa
un exceso de peso corporal y obesidad (30%), pero muchos perros pueden presentar
un peso normal o incluso pérdida de peso (Castillo, 2011).

La presentacion clinica dermatolégica ocurre en un 60% a 80% de los caninos
hipotiroideos, apareciendo en los estadios mas tardios de la enfermedad (Scott-
Moncrieff y Guptill-Yoran, 2005). La caida generalizada del pelo ocurre solo en un 20%
de los casos (Castillo, 2011); siendo generalmente bilateral, simétrica y evidente en
areas de desgaste (tronco lateral, térax ventral y cola) (Feldman y Nelson, 2007). Los
hallazgos dermatolégicos mas comunes incluyen piel escamosa seca, cambios en
calidad o color del pelo, alopecia, seborrea (seca u oleosa), y pioderma superficial.
Ademas pude ocurrir hiperqueratosis, hiperpigmentacion, formacién de comedones,
hipertricosis, otitis, y mixedema (Scott-Moncrieff y Guptill-Yoran, 2005; Feldman vy
Nelson, 2007). Los signos de disminucién de la tasa metabdlica en conjunto con
anomalias dermatolégicas debe aumentar la sospecha de hipotiroidismo (Scott-
Moncrieff y Guptill-Yoran, 2005).
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Otros hallazgos asociados al descenso en los niveles de hormonas tiroideas suelen
ser el anestro persistente, celos silentes y abortos espontaneos en perras, mientras
que los machos pueden cursar con oligo/azoospermia, atrofia testicular y ausencia de
libido. En muy raras ocasiones puede observarse galactorrea (en ambos sexos)
(Castillo, 2011). Dado el impacto de las hormonas tiroideas en la funcion del sistema
nervioso, el descenso de sus niveles puede inducir axonopatias y desmielinizacién
segmentaria, resultando en alteraciones neuroldgicas tanto centrales como periféricas
(Feldman y Nelson, 2007). Otros signos clinicos reportados en perros hipotiroideos
comprenden trastornos oculares como la lipidosis corneal y la queratoconjuntivitis
seca; alteraciones del comportamiento (especialmente agresién), agravamiento de
trastornos cardiacos preexistentes y sobrecreciemiento bacteriano del intestino
delgado (Scott-Moncrieff y Guptill-Yoran, 2005; Feldman y Nelson, 2007). El coma
mixedematoso es una complicacion rara del hipotiroidismo avanzado que cursa con
estupor, hipotermia, bradicardia, y edema de piel. Su prondstico es reservado ya que
puede llegar a cursar con supresion cardiovascular y respiratoria (Dixon, 2004;
Feldman y Nelson, 2007).

Signos clinicos del Hipotiroidismo congénito (cretinismo)

El hipotiroidismo congénito cursa con enanismo desproporcionado, ayudando a
diferenciarlo del enanismo pituitario (por deficiencia de hormona de crecimiento). Los
cachorros afectados presentan retraso de la maduracién y disgenesia epifisaria,
caracteristica de la condicion (Feldman y Nelson, 2007). El hipotiroidismo congénito
también produce retraso mental, macroglosia, hipotermia, erupcion dental tardia,
ataxia y distensién abdominal (Scott-Moncrieff y Guptill-Yoran, 2005).

4.11.5. Diagnéstico del hipotiroidismo

Ante la sospecha de un paciente canino con hipotiroidismo primario es importante
tener en cuenta que los signos clinicos de esta endocrinopatia no son especificos
(Feldman y Nelson, 2007; Braz da Cruz y Manoel, 2014); que ninguno de los test
endacrinos disponibles es 100% preciso; y que alguno de los farmacos utilizados asi
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como enfermedades no tiroideas pueden afectar los resultados de las pruebas
endodcrinas (Dixon, 2004). El diagnostico definitivo de hipotiroidismo implicaria que se
realice una valoracion de hormonas especificas: T4T, T4L y TSH (Ferguson, 1994;
Kemppainen y Behrend, 2001; Hoh y Oh, 2006), junto con un diagnostico clinico y la
exclusion de enfermedades no tiroideas a través de una bioquimica sanguinea
completa (Dixon, 2004; Nelson y Couto, 2014).

Diagnéstico de aproximaciéon

Comprende todas aquellas pruebas de rutina que permiten la orientacién diagnostica,
y que detectan cambios inespecificos que se presentan en gran parte de los perros
hipotiroideos.

Hematologia

La alteracidbn mas caracteristica en el hemograma es una anemia leve, normocrémica,
normocitica, no regenerativa (Marca y col., 1996; Dixon, 2004). No obstante, éste es
un hallazgo inespecifico que se presenta en soélo el 30% de los casos de hipotiroidismo
canino (Panciera, 1999; Panciera, 2001). En algunos casos de hipotiroidismo canino
se han descrito trastornos en la coagulacién (Sullivan y col, 1993). Actualmente esta
claro que las coagulopatias no son una caracteristica del hipotiroidismo por si mismas,
aunque ciertas razas como el Doberman Pinscher sufren frecuentemente ambas
condiciones (Dixon, 2004).

Perfil Bioquimico

Enzimas hepaéticas y fructosamina

La medida de las enzimas hepaticas y de la fructosamina séricas estan incluidas en el
perfil bioquimico completo. Sin embargo la utilidad de estos test en el diagndstico de
hipotiroidismo es limitada, ya que se encuentran aumentos similares en muchas otras
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enfermedades de origen no tiroideo. El hipotiroidismo canino produce un aumento leve
de las enzimas hepaticas, especialmente de la fosfatasa alcalina sérica (FAS) y
gamma-glutamil transferasa (GGT) en el 30% de los casos (Panciera, 1994; Dixon,
2004). En perros hipotiroideos los valores de fructosamina pueden ser altos pero
dentro del rango de referencia, proximos al limite superior (300pmol/L) (Reusch y col.,
2002). Estos valores aumentados pueden ocurrir debido a una reduccién del turn-over
proteico, o cualquier cambio del control glucémico (Dixon, 2004), por lo tanto estas

mediciones pueden ser de utilidad en pacientes no diabéticos (Dixon y col., 1999).

Lipidograma complefo (triglicéridos, colesterol, HDL y LDL)

El hipotiroidismo produce tanto un descenso en el indice de degradacién de lipidos
como una reduccién de su sintesis. Sin embargo, lo primero esta afectado de manera
mas extensa y el efecto es una acumulacién de lipidos en la circulacién
(hiperlipidemia) (Dixon, 2004). La principal alteracion lipidica en el hipotiroidismo
canino es la hipercolesterolemia, que se da en mas del 80% de los casos (Dixon,
2004; Feldman y Nelson, 2007). También es posible, en menor frecuencia, el
desarrollo de hipertrigliceridemia y modificaciones lipoproteicas (Mooney, 2017). La
hipercolesterolemia se debe a un descenso en el metabolismo del colesterol, que
produce una reduccion en su utilizacién y consecuente aumento de la producciéon
hepatica (Braz da Cruz y Manoel, 2014). Ademas ocurre una reduccién tanto en la
excrecion del colesterol como en su conversion en acidos biliares (Panciera, 1999).
Las hiperlipidemias aunque muy frecuentes en los caninos hipotiroideos, no son
patognomonicas ya que los valores lipidicos varian en funcién de la dieta que recibe el
animal y también aumentan en otras patologias como la diabetes mellitus, obesidad,

sindrome nefroético, pancreatitis aguda, ictericia obstructiva, hiperadrenocorticismo y

ciertas retinopatias (Marca y col., 1996). Sin embargo, la magnitud del aumento del
colesterol en el hipotiroidismo es mucho mayor que en estas enfermedades (Mooney y
Shield, 2012); encontrandose concentraciones mayores a 773 mg/dL en caninos
hipotiroideos (Dixon, 2004).

En relaciéon a las lipoproteinas, el perro es una especie HDL dependiente (70% del

colesterol es HDL) y la relacion 6ptima HDL-LDL es 3-1. Cuando esta relaciéon se
pierde (2-1 o menor), denota un aumento de la fraccién LDL (Castillo y col., 2017), que
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podria explicarse por el efecto regulador que tienen las hormonas tiroideas sobre el
receptor de LDL, estimulando su excrecion hepatica (Chait y col., 1979). Si los niveles
de triglicéridos se encuentran dentro de los rangos normales, pero la fraccién LDL del
colesterol estda aumentada, podemos suponer un problema de depuracién del LDL a
nivel hepatico, posiblemente como consecuencia de la insuficiencia de hormonas
tiroideas (Barrie y col., 1993; Castillo y col., 2017).

Es importante considerar que los niveles de colesterol y triglicéridos circulantes
pueden variar no solo como consecuencia secundaria a una enfermedad sistémica,
sino por factores fisiolégicos como la edad, la raza, el género, el estilo de vida o el tipo
de dieta. Se ha reportado que los caninos presentan concentraciones mas altas de
colesterol y ftriglicéridos en la primera semana del periodo neonatal en comparacion
con la etapa pos destete (hasta los 84 dias de vida) (Wright-Rodgers y col., 2005). En
este mismo sentido, cachorros menores a un afo presentaron niveles superiores al
compararlos con perros adultos (Pasquini y col.,, 2008). Sin embargo no se han
observado diferencias para estos metabolitos entre perros adultos (4-10 ainos) (Downs
y col., 1993). Se han reportado razas de mayor riesgo a presentar hiperlipidemia como
el Beagle y el Spaniel breton (Wada y col., 1977; Hubert y col., 1987). Pasquini y col.
(2008) observaron en las razas Rottweiler y Mastin de los Pirineos mayor
concentracion de colesterol en relacion a otras razas, mientras que otros estudios no
observaron diferencias en los niveles séricos de colesterol y triglicéridos (Downs y col.,
1993). Con respecto al género, la informacion disponible es contradictoria, algunos
estudios reportan mayores concentraciones en hembras (Kaspar y Norris, 1977;
Pasquini y col., 2008; Pessina y col.,, 2009; 2010; 2014); mientras que otros no
encuentran diferencias entre géneros (Downs y col., 1993; Coppo y col., 2003; Osorio,
2006; Osorio, 2008). Por otro lado, la dieta ha demostrado tener una gran influencia en
el metabolismo lipidico ya que perros alimentados con diferentes alimentos presentan
diferencias en los valores plasmaticos de colesterol y triglicéridos (Wright-Rodgers y
col., 2005; Pasquini y col., 2008).
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Test endocrinos

La evaluacion de la funcion de la glandula tiroides se realiza mediante la medicion de
la concentracién de las hormonas tiroideas y TSH en el suero o por pruebas dinamicas
de funcion tiroidea, en las cuales se evaliua la respuesta de la glandula a la
estimulacion con TSH o TRH (Scott-Moncrieff y Guptill-Yoran, 2005). Estas ultimas no
son utilizadas de rutina en la practica clinica debido a su poca disponibilidad y al
desarrollo de test de cuarta generacién (quimioluminiscencia) (Mooney y Shield, 2012).
Por otro lado el diagnostico de tiroiditis linfocitica se realiza midiendo los
autoanticuerpos circulantes contra diferentes antigenos de la tiroides como la Tg, T4,
T3 yla TPO (Mooney, 2017).

Dependiendo de los niveles de hormonas tiroideas y TSH la endocrinopatia se clasifica
en dos grandes estadios: Hipotiroidismo subclinico y clinico. El hipotiroidismo
subclinico es la primera fase de la enfermedad (el término "subclinico" no hace
referencia a la ausencia de signos clinicos sino a que la manifestacion de los mismos
es de leve a moderada) y representa aproximadamente el 25% de todos los casos. Se
caracteriza por un aumento en la concentracion de TSH sin alteracion en los niveles
de T4T y T4L (Castillo, 2011). La etapa de hipotiroidismo clinico en cambio, cursa con
concentraciones séricas de las hormonas tiroideas por debajo del limite inferior de su
intervalo de referencia. Debido a esto, en el hipotiroidismo primario ocurre una pérdida
de la retroalimentacién normal que regula la sintesis y secrecion de TSH por la
hipdfisis. Por lo tanto, se espera que la mayoria de los animales hipotiroideos
presenten concentraciones de TSH por encima de los intervalos de referencia
(Mooney y Shield, 2012).

Test de estimulacion con TSH

Esta prueba tiene como objetivo evaluar la actividad de la tiroides, mediante el
estimulo con TSH exdgeno. La administracién de una dosis grande de TSH causa la
secrecion de hormonas tiroideas, particularmente de T4T (Feldman y Nelson, 2007). A
pesar de ser considerado un test estandar en el diagndstico de hipotiroidismo canino
diversos factores hacen que su uso sea poco viable en la practica clinica, como el alto
costo de la TSH y las posibles reacciones indeseables que puede sufrir el animal

durante el procedimiento (Braz Da Cruz y Manoel, 2014).
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Test de estimulacion con TRH

El test de estimulacion con TRH permite diferenciar entre hipotiroidismo primario, en
donde la respuesta al estimulo es la produccion excesiva de TSH e hipotiroidismo
secundario, en donde no hay una respuesta al estimulo (Scott-Moncrieff y Guptill-
Yoran, 2005). Si bien es posible que un canino sea hipotiroideo si la concentracion de
T4T posterior a la TRH se encuentra por debajo de <1.5 ug / dL; algunos perros
eutiroideos no responden al estimulo con TRH (Panciera y col., 2000). Por lo tanto esta
prueba es menos confiable que la prueba de respuesta de TSH para el diagnéstico de
hipotiroidismo canino (Braz Da Cruz y Manoel, 2014).

Determinacion de Anticuerpos anti tiroglobulina (TgAA)

Los autoanticuerpos que se forman contra la tiroglobulina (TgAAs) son los mas
prevalentes en el perro, presentandose en el 36% de los caninos con tiroiditis
linfocitica (Dixon y col., 1999, Graham y col., 2007). Existen varias pruebas disponibles
para la medicién de estos TgAAs, siendo ELISA la mas utilizada (Nachreiner y col.,
1993, Scott-Moncrieff, 2010). La principal limitacion de la medicién de los TgAA para el
diagnéstico de hipotiroidismo es que no todos los perros hipotiroideos tienen tiroiditis
linfocitica, e incluso aquellos perros positivos a TgAA se vuelven eventualmente
negativos en un momento dado (Dixon, 2004; Graham vy col., 2007). Por esta razén,
mientras que un resultado positivo proporciona una fuerte evidencia de tiroiditis
linfocitica, un resultado negativo no lo descarta (Mooney y Shield, 2012). Ademas, la
identificacion de los TgAA no proporciona informacion sobre la funcion tiroidea, pues la
tiroiditis subclinica puede estar presente durante largos periodos de tiempo antes de
evolucionar a un estadio de hipotiroidismo clinico, si es que esto ocurre (Scott-
Moncrieff, 2010; Mooney, 2017).

Concentracion sérica de T4T

La concentracion sérica de T4T basal es la suma de la hormona ligada a proteinas y
libre circulante en sangre (Feldman y Nelson, 2007). La medida de T4T se utiliza
rutinariamente como test de primera linea en el diagndstico de hipotiroidismo, ya que
presenta una sensibilidad del 90% en el caso de estar asociada a signos clinicos
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compatibles con esta endocrinopatia (Peterson y col., 1997). En general, los valores
de T4T dentro del intervalo de referencia excluyen la enfermedad, a menos que el
animal sea hipotiroideo y tenga autoanticuerpos anti hormonas tiroideas en circulacion,
que interfieren con las mediciones de T4T en la mayoria de los métodos comerciales
disponibles (Mooney, 2017). Sin embargo su especificidad es baja (70%), ya que la
disminucion de la concentracion de T4T puede darse como consecuencia de una
enfermedad no tiroidea o terapias con determinados farmacos (Peterson y col., 1997;
Scott-Moncrieff y col., 2012). Los métodos comunmente utilizados para la medicién de
T4T son el radioinmunoensayo (RIA), el inmunoensayo enzimatico (ELISA) y
quimioluminiscencia (Braz Da Cruz y Manoel, 2014). Si bien el rango de referencia
para esta hormona varia de acuerdo a la bibliografia que se consulte, el intervalo de
1.5 y 3.5 pg/dL fue reportado como el mas utilizado por los laboratorios clinicos
veterinarios (Scott-Moncrieff y Guptill-Yoran, 2005).

Concentracion sérica de T4L

La T4L corresponde al 0.1% de T4 que no esta ligada a las proteinas plasmaticas
(Dixon y col., 1999), siendo la fraccion que ingresa a las células (bioldgicamente
activa). El eje H.H.T prioriza la manutencion de los niveles séricos de T4L y estos se
ven menos afectados por las fluctuaciones en las proteinas de transporte al no estar
unidas a las mismas. Por lo mencionado anteriormente, la determinacién de T4L refleja
con mayor precision la funcionalidad tiroidea (Scott-Moncrieff y Guptill-Yoran, 2005;
Braz Da Cruz y Manoel, 2015). La T4L puede determinarse por diferentes
metodologias como el radioinmunoensayo (RIA), la quimioluminiscencia (QL) o por
dialisis de equilibrio (DE). El procedimiento mas preciso para medir esta hormona es la
DE ya que los autoanticuerpos y la concentracion de proteinas circulantes no
interfieren con esta técnica. Sin embargo debido a su alto costo y la demora en la
ejecucion no es la metodologia mas utilizada por los laboratorios convencionales
(Peterson y col., 1997; Dixon y col., 1999). Algunos autores consideran que los niveles
de T4L medidos por métodos analogos son mas bajos que aquellos obtenidos por DE
y no presentan ventajas diagnosticas sobre la medicion de la T4T (Dixon, 2004; Scott-
Moncrieff y Guptill-Yoran, 2005). Otros en cambio han validado la determinacion de
T4L por quimioluminiscencia en caninos y la consideran una herramienta valiosa en el

diagnéstico (Paradis y col., 1996; Piechotta y col., 2010).

19



Concentracion sérica de T3

La determinacién de la concentracion sérica de T3 no es relevante en el diagndstico
de hipotiroidismo canino, ya que sus niveles en animales hipotiroideos y eutiroideos
son muy préoximos (Feldman y Nelson, 2007). La mayor parte de la T3 circulante
proviene de la desiodinacion de la T4 en los tejidos extra tiroideos, proceso que resulta
estimulado por las altas concentraciones de TSH en un animal hipotiroideo. Por lo
tanto la mayor produccion periférica de T3 en detrimento de la T4 hace que el 90% de
los caninos hipotiroideos presenten niveles normales de T3 (Panciera, 2001).

Concentracion sérica de TSH

La medicion aislada de TSH no es recomendada en la confirmacion del hipotiroidismo,
ya que su especificidad y sensibilidad no superan el 80% y el 75%, respectivamente
(Peterson y col., 1997; Mooney y Shield, 2012). A pesar de que la mayoria de los
perros hipotiroideos presentan concentraciones de TSH por encima de los intervalos
de referencia, alrededor del 30% de los animales con hipotiroidismo exhiben valores
de TSH debajo o dentro de este intervalo (Panciera, 1999; Kooistra y col., 2000; Scott-
Moncrieff y col., 2012). Las posibles razones propuestas hasta el momento son las
fluctuaciones aleatorias de sus niveles séricos, la supresion debida a farmacos o
enfermedades concurrentes, las dificultades en detectar isoformas de TSH circulante y
el descenso en la produccion de TSH en el hipotiroideo crénico (Feldman y Nelson,
2007; Braz Da Cruz y Manoel, 2014). Cuando la TSH se mide junto con la T4T o T4L,
aumenta su precision diagnéstica a un 90% (Feldman y Nelson, 2007). Si bien las dos
técnicas mas utilizadas en los laboratorios clinicos para la medicién de TSH canina
son el inmunoensayo quimioluminiscente y el RIA, al compararlos, el primero demostrd

tener una mayor precision (Marca y col., 2001).

El diagndstico endécrino de rutina del hipotiroidismo canino implica la valoracion de los
test enddcrinos de primera linea: T4T, T4L y TSH (Ferguson, 1994; Kemppainen y
Behrend, 2001; Hoh y Oh, 2006). La validez de una prueba diagndstica depende de su
capacidad para detectar correctamente la presencia o ausencia de la enfermedad que
se estudia. Si bien no existe una prueba de laboratorio perfecta, cada una tiene sus
ventajas y desventajas en base a su sensibilidad y especificidad diagnosticas. Estos
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indices se obtienen a partir del andlisis de una serie de pacientes a los que se les
realiza una prueba diagnéstica (prueba en estudio), comparandose sus resultados con
los de una prueba de superior rendimiento diagndstico (prueba de referencia, estandar
o patron oro) (de Adana Pérez, 2009)

La determinaciéon de la sensibilidad y especificidad de una prueba diagnéstica puede
variar de acuerdo a la técnica de medicion utilizada y a los intervalos de referencia
empleados en el diagndéstico de la enfermedad (Braz Da Cruz y Manoel, 2014).

De todas las mediciones de hormonas individuales evaluadas (T4T, T4L, TSH), la
medicion de la concentracién de T4T es la de mayor sensibilidad diagndstica como
prueba para el hipotiroidismo. La T4L tiene una sensibilidad mas baja, pero
especificidad y precision mas altas que la T4T (Scott-Moncrieff y col.,, 2012). En
comparacion con la T4L, la medicion de la concentracion de TSH tiene una
sensibilidad y una precision mas bajas, pero similar especificidad. Cuando las
concentraciones de T4 (total o libre) y de TSH se evaluan juntas, la especificidad es
mayor que cuando la concentracion de T4 o TSH se evaluan por separado (Tabla 1).

Tabla 1. Comparacion de pruebas de diagnéstico tiroideo en el perro (%). Fuente:
Scott-Moncrieff y col., 2012.

Test Sensibilidad %  Especificidad % Precisidon %
T4T 89 82 85
TAL 80 93 95
TSH 76 93 84
TSH/T4T 63 98 88
TSH/T4L 74 98 86

T4T: tiroxina total; T4L: tiroxina libre; TSH: hormona estimulante de la tiroides. Los
datos pertenecen a Peterson y col., 1997 (n=54 perros hipotiroideos) y Dixon y col.,
1999 (n=30 perros hipotiroideos).

Efecto de las enfermedades de origen no tiroideo (ENT) en la concentracion de las H.T

Los perros con enfermedades no-tiroideas (ENT) con frecuencia presentan bajos
niveles séricos de T4T como parte de la respuesta fisiologica a las mismas (Sindrome
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del Eutiroideo Enfermo) (Panciera y col., 2003; Nelson y Couto, 2014). La magnitud de
esta disminucidn depende de la gravedad de la ENT y ha sido reportada como un
predictor de mortalidad (Elliott y col., 1995). Si bien se ha demostrado que la presencia
de ENT implica una variacién en la concentraciéon no solo de la T4T sino también de la
T4L y TSH (sugestivas de hipotiroidismo), el efecto de las ENT sobre los valores de
estas dos ultimas es menos comun y menos dramatico (Kantrowitz y col., 1999; Braz
Da Cruz y Manoel, 2014). Entre las ENT que disminuyen los niveles de las hormonas
mencionadas se incluyen el hiperadrenocorticismo, la cetoacidosis diabética, el
hipoadrenocorticismo, la insuficiencia renal, enfermedad hepatica, neuropatia
periférica, megaesofago generalizado, insuficiencia cardiaca y neoplasias (Ferguson,
1998; Scott-Moncrieff y Guptill-Yoran., 2005; Scott-Moncrieff y col, 2012).

Efecfo de los farmacos en la concentracion de las H.T

Ademas de las ENT, la accion de ciertos farmacos puede influir en la glandula tiroides
y afectar los resultados de los test de perfil tiroideo, complicando su interpretacion
(Feldman y Nelson, 2007; Scott-Moncrieff y col., 2012). Los glucocorticoides tienen un
efecto sobre la concentracion sérica de hormonas tiroideas similar al observado en
caninos con el hiperadrenocorticismo espontaneo (la concentraciéon de T4T y T4L
disminuye, mientras la TSH suele mantenerse en el rango de referencia) (Feldman y
Nelson, 2007). Este efecto depende de la dosis y la presentacion, siendo que las
concentraciones de hormonas tiroideas vuelven a la normalidad una semana después
de suspender el tratamiento si la dosificacion es de 3 semanas o menos. Un
tratamiento mas largo puede prolongar la duraciéon de la supresion (Scott-Moncrieff y
col., 2012). Algunos antibiéticos como los productos de sulfonamida, al bloquear la
yodaciéon de la tiroglobulina, pueden llegar a ocasionar un hipotiroidismo reversible
durante su uso en perros (Gookin y col., 1999; Kantrowitz y col., 1999 Daminet y
Ferguson, 2003). Siendo necesario un tiempo de espera de 3 semanas luego de su
interrupcidon para realizar las pruebas diagnésticas tiroideas (Scott-Moncrieff y col.,
2012). Por ultimo el fenobarbital causa concentraciones disminuidas de T4T y T4L y
leves aumentos en los niveles de TSH sin evidencia clinica de hipotiroidismo (Gaskill y
col., 1999; Scott-Moncrieff y Guptill-Yoran, 2005).
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Debemos considerar que las concentraciones de hormonas tiroideas pueden variar no
sélo por la presencia de las variables mencionadas, sino por factores fisiologicos. Se
ha demostrado que factores como la edad, el género, la talla, y la raza pueden hacer
variar las concentraciones séricas de T4T, T4L y TSH (Reimers y col., 1990; Gaughan
y Bruyette, 2001). Sin embargo, estas variaciones no son consideradas a la hora de
establecer los valores de corte para diagnosticar el hipotiroidismo a nivel internacional;
es decir, el rango de referencia no se establece teniendo en cuenta estos factores, por
lo que la precision del diagnostico puede ser menor, sobre todo en etapas tempranas
de la enfermedad (hipotiroidismo subclinico). Debe considerarse también que cada
laboratorio tiene o debe tener sus propios valores de referencia para las hormonas
tiroideas para una poblacion dada, ya que los valores de corte para dichas hormonas

pueden ademas diferir considerablemente entre regiones o paises (Hubl y col., 2002).

Edad

La edad es uno de los factores fisiolégicos que se asocian a variaciones en las
concentraciones séricas de hormonas tiroideas y TSH. En perros, varios estudios
describen que a medida que la edad aumenta, las concentraciones de T4T y T4L
disminuyen (Ramirez y Osorio, 2009; Shiel y col., 2010; Scott-Moncrieff y col., 2012;
Hegstad —Davies y col., 2015), y los niveles de TSH aumentan (Bhatti y col. 2006;
Fialkovicova y col., 2012; Hegstad —Davies y col., 2015). Se ha reportado que en
caninos sanos la concentracion de T4T y T4L descienden a razén de 0,004 ng/dL por
mes de edad y la concentracion de TSH aumenta 0,01 ng/mL por cada mes (Hegstad
—Davies y col., 2015). En otro estudio a pesar de que la concentracién de T4T en
caninos sanos también desciende con la edad, los animales mayores de 12 afos
tienen la concentracion media de T4T mas alta (Vi oiu y col., 2013). Otros autores, si
bien reconocen que existe una tendencia a que la concentracién de T4T descienda a
medida que la edad avanza, no encuentran diferencias significativas entre categorias
etarias (Mosallanejad y col., 2014; Patkar y col., 2014); o sélo encuentran diferencias
al comparar adultos con gerontes, siendo las concentraciones de T4T mas bajas en
esta ultima categoria (Gonzalez y col., 1988). Las posibles causas propuestas para el
descenso en los niveles de T4T y T4L con la edad son los cambios en la respuesta por
parte de la glandula tiroides a la estimulacién de la TSH (Studer y col., 1978) y la
atrofia, fibrosis o degeneracion de la glandula tiroides con la vejez (Scott-Moncrieff y

col., 2012). Mientras que el aumento en los niveles de TSH con la edad sea asocian a
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una respuesta -por retroalimentacion del eje H.H.T- de disminucién de los niveles
séricos de hormonas tiroideas con la edad, o a algun desorden no tiroideo (Vi oiu y
col., 2013).

Género

En caninos la informacién acerca del efecto del género sobre los niveles de hormonas
tiroideas y TSH es contradictoria. Para algunos autores el género afecta la
concentracion sérica de T4T y T4L, siendo mayor en hembras que en machos
(Reimers y col., 1984; Shiel y col., 2010; Pessina y col., 2014; Hegstad-Davies y col.,
2015). Mientras que otros estudios no encuentran diferencias entre géneros (Ramirez
y Osorio, 2009; Mosallanejad y col., 2014; Patkar y col., 2014; Osorio y Suarez, 2016).
Las concentraciones de hormonas tiroideas son mayores en hembras en etapa de
diestro o prefiadas, en relacién con hembras en anestro, proestro o hembras lactantes
(Feldman y Nelson, 2007). Sin embargo un estudio realizado en perros sanos revela
que la concentracion de T4T y T4L es mayor en hembras que en machos aun luego de
retirar del analisis a las hembras en etapa de diestro (Hegstad-Davies y col.,
2015).Con respecto a lo reportado para los niveles séricos de TSH, si bien los estudios
son escasos, no se encuentran diferencias entre géneros (Shiel y col., 2010; Hegstad-
Davies y col., 2015). En caninos aun se desconoce el mecanismo de accion de las
hormonas sexuales sobre la glandula tiroides. La testosterona produce un descenso
en los niveles de proteina fijadora de tiroxina (TBG), pudiendo interferir en la

concentracion de T4T (Feldman y Nelson, 2007).

Talla-Raza

La concentracion media de T4T es mayor en razas de talla pequena en comparacion
con razas medianas y grandes (Reimers y col., 1990). Ademas existen razas como la
Greyhound que tiene una concentracién de T4T y T4L significativamente mas baja que
las demas razas (Gaughan y Bruyette, 2001; Shiel y col., 2007), asi como las razas
Basenijis, perros de trineo de Alaska, Sloughis, Whippet y Scottish Deerhounds que
poseen valores de T4T o T4L ubicados por debajo o en el limite inferior del rango de
referencia para estas hormonas (Lee y col., 2004; Van Geffen y col., 2006; Panakova y
col., 2008; Seavers y col., 2008; Sheerer y col., 2013). Por otro lado el Samoyedo,
Siberian Husky y Keeshond si bien presentan valores de T4T y T4L dentro del

24



intervalo de referencia para la poblacion canina general, presentan valores mas altos
para estas hormonas que otras razas caninas (Hegstad-Davies y col., 2015). Los
niveles séricos de TSH no varian con la raza (Gaughan y Bruyette, 2001; Van Geffen y
col., 2006; Shiel y col., 2007; Seavers y col., 2008; Panakova y col., 2008). En cambio
otro estudio reporta una mayor concentracion de TSH en la raza Collie, Samoyedo y
Keeshond en comparacion con los rangos de referencia generales caninos (Hegstad-
Davies y col., 2015).

Diagnostico por imagen

Las técnicas utilizadas comprenden la ultrasonografia y técnicas de imagen mas
avanzadas como la resonancia magnética, la tomografia computarizada y la
centellografia; a pesar de que la utilidad de estas tres ultimas continda siendo bastante
reducida en la practica clinica (Taeymans y col., 2007).

Radlografia de la tiroides

La radiografia convencional no es util para la evaluacién de hipotiroidismo adquirido,
sin embargo, en casos de hipotiroidismo congénito permite evaluar anormalidades el
retraso en la osificacion y disgenesia epifisarias propias de esta patologia (Taeymans
y col, 2007; Castillo, 2017).

Ultrasonografia de /a tiroides

La ultrasonografia permite evaluar el tamano, la forma y la ecogenicidad de la tiroides
en perros con diagnostico presuntivo de hipotiroidismo (Feldman y Nelson, 2007;
Castillo, 2017). El volumen relativo de la tiroides es el parametro con mayor
especificidad en la diferenciacién entre animales hipotiroideos y eutiroideos (Reese y
col., 2005)

Otras técnicas como la centellografia, tomografia computada y resonancia magnética

pueden ser utilizadas en el diagnéstico de hipotiroidismo si bien esto es poco probable

25



debido a su alto costo o a la necesidad de anestesia general para su realizacion
(Mooney y Shield, 2012; Mooney, 2017).

4.11.6. Tratamiento del hipotiroidismo

Los caninos con diagndstico de hipotiroidismo necesitan tratamiento de reemplazo de
hormona tiroidea por el resto de sus vidas. El tratamiento independientemente de la
causa del hipotiroidismo, es la levotiroxina de sodio sintética. Este farmaco tiene un
tiempo de vida media circulante de 10 a 14 horas en caninos, pero dado que su
semivida intracelular es de 24 horas, -y que los tejidos desionizan la cantidad de T4
que necesitan-, el tratamiento puede realizarse con una sola dosis diaria (Dixon y col.,
2002; Castillo, 2011). Se recomienda administrar el farmaco por la mafiana para que la
toma consecuente de muestras de control puedan cumplirse correctamente (Dixon,
2004). La dosis recomendada en el hipotiroidismo clinico es de 11-22 pg/kg, cada 24
horas (SID) para la mayoria de los animales, empezando por la dosis menor y
aumentandola gradualmente hasta alcanzar la concentracion deseada (siendo la dosis
maxima de 800 pg) (Mooney y Shield, 2012; Mooney, 2017). En etapas iniciales de la
enfermedad (hipotiroidismo subclinico) la dosis recomendada es inferior (entre 3 y 10
pg/kg) (Castillo, 2011). El tratamiento del hipotiroidismo debe ser sustitutivo (no
supresor) y dinamico, ajustando el régimen de dosis a factores fisiolégicos (edad del
animal, gestacion y proximidad del apareamiento) y patologicos (insuficiencia cardiaca,
enfermedad renal, neoplasias o infecciones cronicas) (Castillo, 2011).

En el caso de hipotiroidismo congénito, el tratamiento debe iniciarse lo antes posible
para evitar el dafo irreparable del sistema nervioso central (Castillo, 2011).

4 11.7. Monitoreo del tratamiento

La toma de muestra se debe realizar 4 a 6 horas después de la administracion de
levotiroxina si se administra SID (Nachreiner y col., 1993) Figura 1. Se debe revalorar
cada 4 a 8 semanas, durante los primeros 6 meses de tratamiento y en caso de
AJUSTE de la dosis, al cabo de 15 dias después del mismo (Dixon y col., 2002; Scott-
Moncrieff, 2010). Una vez alcanzada la dosis de mantenimiento, los controles podran
realizarse bianualmente (Mooney y Shield, 2012). El éxito del tratamiento esta
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asociado a que el valor de T4 y TSH estén proximos al limite superior e inferior del
rango de referencia respectivamente (Castillo, 2011; Mooney y Shield, 2012). La
medida de la concentracion de TSH circulante permite constatar el cumplimiento y
eficacia del tratamiento a largo plazo, en tanto la concentracion de T4T proporciona
informacion del tratamiento realizado el mismo dia (Ferguson y Hoenig, 1997; Dixon y
col.,, 2002). El fracaso terapéutico del hipotiroidismo puede deberse al diagndstico
erroneo del mismo, dosis inadecuada de levotiroxina (Mooney, 2017), mal absorcion
de T4 a nivel gastrointestinal o la falta de cumplimiento en la terapia por parte de los

propietarios (Scott-Moncrieff, 2010).

4 .11.8. Pronéstico de la enfermedad

El pronédstico en perros adultos tratados correctamente es excelente. Todas las
alteraciones asociadas al hipotiroidismo son reversibles, exceptuando algunos de los
cambios neurologicos (Scott-Moncrieff y Guptill-Yoran, 2005). La resolucion de los
signos clinicos en cachorros con hipotiroidismo congénito depende de la edad a la que
se inicia el tratamiento (Castillo, 2011).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El hipotiroidismo es la endocrinopatia mas frecuente en caninos en Europa, Estados
Unidos y Latinoamérica, siendo ademas, la de mayor incidencia dentro de las
patologias tiroideas (Scarlett, 1994; Chastain y Panciera, 1995; Gonzalez y Serrano,
2017).

El hipotiroidismo representa un desafio en la practica clinica, los signos clinicos del
canino hipotiroideo son insidiosos y no especificos, compartiéndose con muchas otras
patologias, lo que hace de extrema importancia el diagnéstico preciso de la
hipofuncion tiroidea por medio de los test hormonales (Braz Da Cruz y Manoel, 2014).
El diagndstico definitivo de esta endocrinopatia implicaria la valoracion de hormonas
tiroideas (T4T, T4L) y TSH (Ferguson, 1994; Kemppainen y Behrend, 2001; Hoh y Oh,
2006), junto con un diagndstico clinico y bioquimica sanguinea completa (Dixon, 2004;
Nelson y Couto, 2014). Sin embargo, la evaluacion de la funcién tiroidea no siempre es
sencilla. Para arribar a un diagndstico certero, cada laboratorio deberia generar sus
propios valores de referencia. La variabilidad entre poblaciones de referencia y entre
técnicas e instrumental empleado para la determinaciéon de los mismos, pueden
determinar que los valores reportados en la bibliografia internacional no coincidan con
los resultados de la poblacién local. Por otra parte, a nivel internacional, se ha
propuesto que en perros eutiroideos existen numerosos factores fisiolégicos (raza,
género, talla y edad) que podrian afectar los niveles séricos de las hormonas y
metabolitos (colesterol y triglicéridos) utilizados para el diagnéstico de hipotiroidismo
(Coppo y col., 2003; Pasquini y col., 2008; Scott-Moncrieff y col., 2012; Hegstad-
Davies y col., 2015). En este sentido, existen numerosos estudios en humanos en
donde factores como el género y la edad son tenidos en cuenta a la hora de
establecer los niveles de corte de las hormonas mencionadas (Hollowell y col., 2002;
Hubl y col.,, 2002; Gonzalez-Segrado y Martin, 2004; Kratzsch y col., 2005;
Sriphrapradang y col., 2014; Ehrenkranz y col., 2015). Sin embargo en caninos hasta
el momento son escasos los reportes que consideran la particion de los rangos de
referencia en base a estas variables (Sheerer y col., 2013; Hegstad-Davies y col.,
2015; Nunes, 2017). El uso de valores de corte unicos inadecuados podria disminuir la
precision del diagnéstico de hipotiroidismo canino, sobre todo en etapas tempranas de

la enfermedad (hipotiroidismo subclinico).
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Esta tesis tiene por cometidos: 1) Investigar si los valores de corte utilizados
actualmente para las hormonas y metabolitos implicados en el diagnostico de
hipotiroidismo varian de acuerdo a determinadas caracteristicas fisiolégicas del animal
(raza, género, talla, edad) en una poblacion de caninos clinicamente sanos. 2)
Establecer valores de corte especificos, propios del laboratorio, en base a las
caracteristicas fisiolégicas del animal que impacten en la concentracion de dichas
hormonas y metabolitos, permitiendo una mejor interpretacién de los resultados de los
test de laboratorio y un diagndstico precoz. 3) Determinar la proporcion de animales
hipotiroideos confirmados por valoracion hormonal de la casuistica de casos
hipotiroideos presuntivos recibidos en el Laboratorio de Endocrinologia y Metabolismo
Animal durante los afos 2013-2016, utilizando valores de corte de la referencia

internacional (IRI) y los valores de corte especificos, propios del laboratorio (IRE).
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4. HIPOTESIS

Factores como el género, la edad y la raza tienen un efecto significativo en la
concentracion sérica de las hormonas (T4T, T4L, TSH) y metabolitos (colesterol y
triglicéridos) utilizados para el diagndstico de hipotiroidismo canino. El uso de
intervalos de referencia especificos de género y edad para cada hormona y metabolito
modifica la proporcidn de caninos presuntivos hipotiroideos confirmados.

5. OBJETIVOS

7.1. General

Contribuir al conocimiento del estado tiroideo endocrino-metabdlico en caninos
clinicamente sanos para arribar a un correcto diagnéstico del hipotiroidismo.

7.11. Especificos

7.11.1. Objetivo especifico 1 A

Determinar las concentraciones de T4T, T4L, TSH, colesterol y triglicéridos en
perros clinicamente sanos y analizar si estas varian con el género, la talla y la

edad de los caninos.

7.11.2. Objetivo especifico 1 B

En base a los resultados obtenidos en el objetivo especifico 1A, determinar los
intervalos de referencia especificos (IRE) correspondientes a dichas hormonas
y metabolitos para cada categoria.
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7.11.3. Objetivo especifico 2

Determinar si las concentraciones séricas de las hormonas utilizadas para el
diagnéstico de hipotiroidismo canino (T4T, T4L y TSH), asi como colesterol y
triglicéridos difieren en las razas Bulldog (francés e inglés) al compararlas con dos
grupos control (Ovejero Aleman y mestizos) y si el género afecta dichas
concentraciones.

7.11.4. Objetivo especifico 3

Considerando la base de datos de caninos presuntivos hipotiroideos (n=1500)
determinar la proporcion de casos que confirman diagndstico de hipotiroidismo
utilizando los IRE nacionales para cada hormona y cada categoria, y compararlo con

el valor de corte unico internacional para la poblacion canina general.
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6. MATERIALES Y METODOS

Todos los experimentos comprendidos en este estudio fueron avalados por el Comité
de Etica de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de la Republica, Montevideo,
Uruguay. Ademas, se conto con el consentimiento de los propietarios de los caninos
que participaron en la investigacion.

8.1. Objetivo especifico 1 A

Determinar las concenltraciones de T4T, T4L, TSH, colesterol y trigliceridos en perros
clinicamente sanos y analizar si estas varian con el genero, /la talla y la edad de los

caninos.

Diseio experimental

Se tomaron muestras de sangre de 270 caninos de razas puras y mestizos
clinicamente sanos (144 hembras intactas y 126 machos intactos). Los mismos se
categorizaron en tres grupos etarios: grupo de cachorros: 23 meses a 1 afio de edad
(n = 73), grupo de adultos jévenes: >1 ano < 5 afos (n = 116) y grupo de adultos
mayores: > 5 afios < 10 afos (n = 81). Los caninos también se dividieron en tres
grupos de acuerdo a su talla, <15 kg de peso corporal (pequefios), >15 a 29 kg (talla
medianos) y los de mas de 29 kg fueron considerados como perros de talla grande.
Esta clasificacion se baso en las cuatro categorias propuestas por el American Kennel
Club (AKC), segun los estandares de peso por raza. Los perros mestizos con menos
de 15 meses de edad se excluyeron de esta categorizacion de talla; ya que al no
poder predecir su tamanio futuro, esta es la edad maxima a la que se alcanza el peso
corporal en un canino adulto (Hawthorne y col., 2004). Los caninos fueron sometidos a
un ayuno de 8 horas previo a la toma de la muestra y se consideraron clinicamente
sanos en funcién de su historia clinica, anamnesis y examen fisico. Los criterios de
inclusion fueron ausencia de signos clinicos en el momento de la extraccion de sangre

y ausencia de antecedentes de enfermedad. Se excluyeron las hembras prefiadas o
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en lactacion, asi como los caninos castrados de ambos sexos. Ademas se excluyeron
los perros que recibieran medicamentos que afecten los niveles séricos de hormonas
tiroideas, TSH, colesterol y triglicéridos dentro de los 3 meses previos a la
participacion (glucocorticoides, AINES, anticonvulsivantes, sulfonamidas u otros). Los
propietarios de los animales debieron completar un cuestionario de forma obligatoria,
previo a la extraccion de sangre, a fin de contar con otra fuente para evaluar los
criterios de inclusion y exclusion descritos anteriormente. La toma de muestra de
sangre se realizd en clinicas veterinarias y criaderos de todo el pais mediante
venopuncién de la vena cefdlica en tubos sin anticoagulante. Los muestras se
centrifugaron (3000 rpm durante 15 minutos) y los sueros obtenidos se conservaron a -

20 ° C hasta realizar los analisis correspondientes.

Determinaciones bioquimicas y hormonales

Los analisis hormonales y bioquimicos se realizaron en el Laboratorio de
Endocrinologia y Metabolismo Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad de la
Republica del Uruguay. Las concentraciones séricas de T4T, T4L y TSH se
determinaron mediante inmunoensayo enzimatico quimioluminiscente competitivo en
fase solida (IMMULITE 1000), utilizando kits comerciales (Siemens, Diagnostic Product
Corporation, Los Angeles CA, EE. UU.). La sensibilidad del ensayo para T4Tc fue de
0.12 ug/dL. Los coeficientes de variacion intra e interensayo para el control comercial
tiroideo canino 1 (0.87 ug/dL) y 2 (1.61 pg/dL) (Siemens, Diagnostic Product
Corporation, Los Angeles CA, EE. UU.) fueron inferiores al 5%. La sensibilidad del
ensayo T4L fue de 0.13 ng/dL y los coeficientes intra e interensayo para el control
comercial 1 (0.68 ng/dL) y 2 (1.76 ng/dL) (Lipochek Immunoassay Plus Control Kit,
Bio-Rad) fueron menores de 5%. La sensibilidad del ensayo de TSH fue de 0.01 ng/mL
y los coeficientes de variacion intra e interensayo para el control comercial de tiroides
canino 1 (0.24 ng/mL) y 2 (2.98 ng/mL) (Siemens, Diagnostic Product Corporation, Los
Angeles CA, EE. UU.) fueron inferiores al 5%.

Las concentraciones de colesterol y triglicéridos se analizaron por espectrofotometria
(A25, Biosystems) utilizando kits comerciales Biosystems S.A., Barcelona (Espana).
Los coeficientes de variacion intraensayo para los controles comerciales (Biochemistry
control serum | y |l, Biosystems) para ambos metabolitos fueron menores al 10%.
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Estudio estadistico

Se construyé una base de datos elaborada a partir de los resultados de la
concentracion sérica T4T, T4L, TSH, Col y TG y los datos recabados de los animales
sanos (n=270), los cuales fueron agrupados por talla, género, edad y raza. El Software
utilizado para el analisis estadistico fue R (R Development Core Team, 2016).

Antes de proceder a estudios de estadistica inferencial, se realizé un analisis
descriptivo de la muestra de animales sanos (n=270) en base a las variables de
respuesta (niveles séricos de T4T, T4L, TSH, colesterol (Col) y triglicéridos (TG). Para
ello se calcularon medidas de frecuencia y se realizaron histogramas y diagramas de
caja para cada hormona y metabolito y para cada categoria de la variable
independiente en estudio (talla, género, edad).

Con el fin de analizar el posible efecto de la talla, género y edad sobre las
concentraciones de las hormonas y metabolitos mencionados, se procedio al ajuste de
un modelo lineal generalizado mixto (GLMM) para cada uno (Bates y col., 2015). Esta
decision se tomd en base a que los datos en muchos casos no presentaban una
distribucion normal y que la raza de los caninos fue incluida en el modelo como efecto
aleatorio, ya que las 29 razas caninas comprendidas en el estudio no se encontraban
igualmente representadas. Los GLMM son reportados como la mejor herramienta para
analizar datos no normales que involucren efectos aleatorios (Bolker y col., 2009;
Harrison y col., 2018). Para incluir las posibles interacciones entre las variables de
efecto fijo en el modelo se tuvo en cuenta el criterio biolégico y la observacién de los

graficos de interaccion.

Se realiz6 un test de bondad de ajuste, en el cual, en base al criterio de informacion de
Akaike se evalué qué tipo de distribucidon se ajustaba mejor a la de nuestros datos
(gamma, normal, logaritmica) (Delignette-Muller y Dutang, 2015). La funcién de enlace
utilizada para cada modelo fue la mas “tipica” de acuerdo a cada distribuciéon
implementada. En el proceso de armado del modelo se ajustd para cada variable
(género, talla, edad) un modelo sin el efecto fijo cuya significancia se deseaba estimar,
comparandolo por razén de verosimilitud (Zeileis y Hothorn, 2002) con el modelo inicial
que incluia todas las variables en estudio. Luego de obtener el modelo final se
procedié al analisis de residuos del mismo. Dado el caso, para cada modelo, el test a
posteriori utilizado para encontrar las diferencias significativas entre mas de dos
categorias de determinado efecto fijo, fue el test de Tukey. En base al modelo final, se
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calcularon los valores estimados de concentracion sérica de cada hormona para cada
categoria cada valor fue re-transformado en el caso de que la funcion de enlace
utilizada lo requiriera, para su mejor interpretacién. Se calculé el intervalo de confianza
del 95% para cada estimado del modelo para T4L y TSH, mientras que para calcular el
IC95% de T4T se utilizd el método bootstrap paramétrico (con 1000 muestras).
Ademas, la varianza y desviacion estandar del efecto aleatorio fue estimada para cada
modelo. Los valores de P <0.05 se consideraron estadisticamente significativos.

8.1l. Objetivo especifico 1 B

En base a los resulfados obtenidos en el objetivo especifico 1A, deferminar los
intervalos de referencia especificos (IRE) correspondientes a dichas hormonas y

metabolifos para cada categoria.

Con el fin de cumplir con el objetivo especifico 1B, los resultados obtenidos de los
GLMM fueron utilizados como guia en la decision de calcular rangos de referencia por
subgrupos de género y edad para cada hormona (Harris y Boyd, 1990). Todas las
determinaciones de los intervalos de referencia se realizaron acorde a lo reportado por
Finnegan (2014), siendo calculados como el conjunto de valores cuyos limites
corresponden a los percentiles 2.5 y 97.5 con respecto a la mediana. Considerando la
implicancia en el diagndstico de hipotiroidismo canino, se calculd el limite de referencia
superior e inferior para las concentraciones séricas de T4T y T4L, y se obtuvo sélo el
limite superior del intervalo de referencia para la concentracion sérica de TSH. Los
métodos estadisticos que se utilizaron para determinar los limites de referencia se
seleccionaron en funcién del numero y distribucién de los valores de referencia
(Friedrichs y col., 2012). Los intervalos de confianza (IC, 90%) alrededor de los limites
de referencia superior e inferior para cada rango se calcularon utilizando el método

bootstrap.
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8.11l. Objetivo especifico 2

Deferminar si las concentraciones séricas de las hormonas utilizadas para el
diagnostico de hijpotiroidismo canino (T47, T4L y TSH), asi como colesterol y
trigliceridos difieren en las razas Bulldog (frances e ingles) al compararias con dos
grupos control (Ovejero Aleman y mestizos) y si el género afecta dichas
concentraciones.

Diseno experimental

La poblacién seleccionada comprendié 67 perros clinicamente sanos intactos, con
edades entre 1 y 9 anos; 20 de estos animales eran Bulldog Inglés de ambos géneros
(9 machos y 11 hembras) y 17 eran Bulldog Francés de ambos géneros (6 machos y
11 hembras). Dos sub-poblaciones de perros adultos se utilizaron como grupos
control, uno de raza Pastor Aleman (7 machos y 8 hembras) y otro grupo de caninos
mestizos (8 machos y 7 hembras). Todos los caninos comprendidos en este estudio
reunian los criterios de inclusion y exclusion mencionados anteriormente. La toma vy
procesamiento de las muestras se llevo a cabo tal y como se describe en el objetivo

especifico 1A.

Determinaciones hormonales y bioquimicas

Se determind la concentracion sérica de T4T, T4L, TSH, Col y TG de la misma forma
como se describio en el estudio precedente (Objetivo especifico 1A).

Estudio estadistico

Las concentraciones séricas de T4T, T4L, TSH, Col y TG se analizaron mediante el
procedimiento mixto (PROC MIXED Statistical Analysis System, SAS), que incluy6 a la
raza, el género y sus interacciones como efectos fijos en el modelo. La edad se incluy6
como una covariable en el modelo. Se utilizé una transformacion logaritmica natural en
las concentraciones de TSH y TG para obtener una distribuciéon normal para los
analisis. Los valores de P <0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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8.1V. Objetivo especifico 3

Considerando la base de datos de caninos presuntivos hipotiroideos (n=1500)
determinar la proporcion de casos que confirman diagndstico de hipotiroidismo
utilizando los IRE nacionales para cada hormona y cada categoria, y compararlo con
el valor de corte unico internacional para la poblacion canina general.

Previamente a dar cumplimiento a este objetivo, se llevé a cabo un estudio descriptivo
retrospectivo la base de datos de caninos con diagnéstico presuntivo de hipotiroidismo
(n=1500), con el fin de conocer mejor la poblacién en estudio. Los caninos se
agruparon por frecuencia de género, edad, talla, raza y afo de ingreso, con los
respectivos resultados de concentracion sérica de T4T, T4L y TSH. Las edades se
categorizaron en 5 grupos: de 0 a 1 afo; >1 afio a 5 afios; >5 afos a <10 afos; =10
anos y “otros” en el caso en que no se contara con informaciéon de edad. Acorde a la
talla de los caninos se conformaron tres grupos, basados en las cuatro categorias
propuestas por el American Kennel Club (Ver Materiales y Métodos del objetivo
especifico 2B).Todos los casos que no contaran con informacién de talla fueron
incluidos en la categoria “otros”. Se registraron 64 razas; las cuales se agruparon por
frecuencia, manteniéndose como tales las razas con 50 caninos o mas (Beagle, el
Boxer, el Caniche, el Cocker, el Golden Retriever, el Labrador Retriever y mestizos);
mientras que las razas con menor frecuencia de aparicibn se agruparon en la

categoria denominada “menor o igual a 50”.

Dentro de la base de datos de caninos ingresados como presuntivos (n=1500), de los
que se conoce el género (n=1482), las hembras representaron el 59% y los machos el
41% del total de individuos. De los que se conoce la edad (n=1360), los caninos de
edad 1 (<1 afo de edad) representaron el 5.4%; los de edad 2 (>1=5 afios)
representaron el 35%; los de edad 3 (>5<10 afos) el 35.7%; y los de edad 4 (=10
anos) representaron el 23.9% de los animales. De los que se conoce la talla (n=1143),
los caninos de talla 1 (15 kg) representaron el 26.3%; los de talla 2 (>15 a 29 kg)
representaron el 15.2%; y los de talla 3 (>29 kg) un 58.4%.

En cuanto a la distribucién de edades por género, de las hembras (n=801) y machos
(n=549) de los que se conoce la edad, el 4.1% (n=33) de las hembras y el 6.7% (n=37)
de los machos fueron menores al afio de edad, el 35.3% (n=283) de las hembras y el
34.6 %(n=190); de los machos tuvieron entre >125 afios; el 36.4% (n=292) de las
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hembras y el 34.8% (n=191) de los machos >5 <10 anos; y el 24.2% (n=193) de las
hembras y el 23.9% (n=131) de los machos tuvieron 210 afios de edad.

En cuanto a la distribucion de las tallas por género, de las hembras (n=657) y machos
(n=474) de los que se conoce la talla, un 26.3% (n=173) de las hembras y un 26.4%

(n=125) de los machos correspondieron a la talla 1 (< 15kg); el 14.9% (n=98) de las
hembras y el 15.4% (n=73) de los machos correspondieron a la talla 2 (>15 a 29kg); y
el 58.8% (n=386) de las hembras y el 58.2% (n=276) de los machos correspondieron a
la talla 3 (>29kg).

En relacion a la raza de los animales, de un total de 1406 caninos de los que se
conoce su raza, un 80.9 % fueron de raza pura y un 19.1% mestizos (Figura 5 A).
Dentro de las razas puras ingresadas, las de mayor frecuencia (=50 animales por
raza) (n=575) fueron el Golden retriever con un 31.7%; el Labrador retriever con un
27.8 %; el Caniche con un 13.4%; el Cocker 9.4%; el Béxer 9% y el Beagle 8.7%
(Figura 5 B).

A B

m BEAGLE

= BOXER

B CANICHE

B COCKER

M GOLDEN
RETRIEVER

m PUROS MESTIZOS LABRADOR
RETRIEVER

Figura 5. A: Porcentaje de puros y mestizos; B: porcentaje de razas de los caninos
ingresados como presuntivos de hipotiroidismo al Laboratorio de Endocrinologia y
Metabolismo Animal, Facultad de Veterinaria (UdelaR) desde el aiio 2013 al 2016.
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Al evaluar el numero de caninos ingresados como presuntivos pacientes hipotiroideos
al LEMA a lo largo de los afos, este ha ido en aumento, siendo de 234 animales en el
periodo 2013-2014, de 283 animales en el periodo 2014-2015 y de 450 animales en el
periodo 2015-2016.

Para dar cumplimiento al objetivo 3 se determiné la proporcién de caninos ingresados
como presuntivos que fueron diagnosticados como hipotiroideos en base al Intervalo
de Referencia Internacional (IRI) unico para cada hormona (T4T< 1.5 ug/dL; T4L
<0.7ng/dL; TSH >0.43 ng/mL) (Scott-Moncrieff y col., 1998; Scott-Moncrieff y Guptill-
Yoran, 2005; Roover y col., 2006).

Ademas, se determiné la proporcion de caninos diagnosticados por los Intervalos de
Referencia Especificos de género y edad (IRE) obtenidos en este estudio, con el fin de
contrastar ambas proporciones. Por otro lado se comparé la proporcion de caninos
confirmados para cada método diagndstico (T4T, T4L, TSH, T4T+TSH) al utilizar el IRI
vs los IRE para cada hormona. Los valores fueron normalizados para cada categoria
de género y edad de la base de datos de caninos presuntivos a los que se les midid
dichas hormonas. Para determinar si las diferencias entre proporciones de animales
confirmados mediante los distintos valores de corte eran significativas se utilizo la
prueba de Chi-cuadrado. Los valores de P <0.05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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7. RESULTADOS

9.l. Resultados Obijetivo especifico 1A

Determinar las concenltraciones de T4T, T4L, TSH, colesterol y trigliceridos en perros
clinicamente sanos y analizar si estas varian con el genero, /la talla y la edad de los

caninos.

Tiroxina Total (T4T)

El género y la edad tuvieron efecto sobre la concentraciéon sérica de T4T (P=0.043,
P=0.0009), siendo los unicos incluidos en el modelo final para esta hormona:
T4T~género+edad (efecto aleatorio: raza). No se encontré un efecto significativo de la
talla ni de las interacciones talla*género, talla*edad y género*edad sobre los niveles de
T4T, excluyéndolos del modelo final.

Las hembras presentaron mayores niveles de T4T sérica que los machos (1.89 £ 0.03
pa/dL vs 1.74 + 0.03 pg/dL). La concentracion de T4T disminuyé con la edad,
encontrando mayores niveles en los cachorros (2.0 £ 0.03 pg/dL) que en los adultos
jovenes (1.75+ 0.02 pg/dL) (P=0.0012) y adultos mayores (1.71+x 0.02 pg/dL)
(P<0.0001), no presentandose diferencias entre estas dos ultimas categorias (P<0.05).

Tiroxina libre (T4L)

El género y la edad tuvieron efecto sobre la concentracién sérica de T4L (P=0.0017,
P<0.0001), siendo los unicos efectos fijos incluidos en el modelo final para esta
hormona: T4L~génerotedad (efecto aleatorio: raza). La talla y las interacciones
talla*género, talla*edad y edad*género no tuvieron un efecto significativo sobre la
concentracion de T4L.

Las hembras presentaron mayores niveles de T4L sérica que los machos (1.47 £ 0.05
ng/dL vs 1.34 + 0.05 ng/dL). Mientras que la concentracién de T4L disminuy6 con la
edad, encontrando mayores niveles en los cachorros (1.52 + 0.03 ng/dL) que en los
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adultos jovenes (1.39 = 0.03 ng/dL) (P=0.005) y adultos mayores (1.31 + 0.03 ng/dL)
(P< 0.001), no presentandose diferencias entre estas dos ultimas categorias (P>0.05).

Hormona estimulante de la tiroides (TSH)

La edad tuvo efecto sobre la concentraciéon de TSH (P=0.019), siendo el modelo final
para esta hormona: logTSH~edad (efecto aleatorio: raza). No se encontré un efecto
significativo del género, la talla y las interacciones género*edad, talla*edad y
edad*género sobre la concentracion de esta hormona. Los niveles séricos de TSH

aumentaron con la edad, encontrandose diferencias unicamente entre cachorros (0.10

1 0.02 ng/mL) y adultos mayores (0.14 £ 0.03 ng/mL) (P= 0.015).

Colesterol (Col) y Triglicéridos (TG)

No se encontré un efecto significativo de la talla, género, edad e interacciones
talla*género y talla*edad sobre la concentracion sérica de Col y TG.

9.1l. Resultados Objetivo especifico 1B

En base a los resultados obtenidos en el objetivo especifico 1A, determinar los
intervalos de referencia especificos (IRE) correspondientes a dichas hormonas y

metabolifos para cada categoria.

Los intervalos de referencia calculados para cada hormona y categoria de efecto fijo
se resumen en la tabla 2.
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Tabla 2. Intervalos de referencia del 95% para las concentraciones séricas de T4T,
T4L y TSH en caninos por género y edad.

Género n  Distribucion Método LIR LSR

T4T (ug/dL)

Hembras (cachorros) 37 G P 1.32 (1.12-1.53)  3.03 (2.83-3.24)
Hembras (adultos jévenes) 65 G R 0.99 (0.88-1.12)  2.99 (2.85-3.22)
Hembras (adultos mayores) 42 NG R(TL) 0.82(0.58-0.97) 2.93 (2.58-3.32)
Machos (cachorros) 36 G P 1.17 (0.96-1.38)  2.94 (2.73-3.15)
Machos (adultos jovenes) 51 NG R(TL) 0.90(0.82-0.91)  3.30 (3.22-3.76)
Machos (adultos mayores) 39 NG R(TL) 0.80(0.68-1.06) 3.17 (2.99-3.40)
Todos 270 - NP 0.91(0.86-0.94)  3.10 (2.94-3.31)
T4L (ng/dL) 270

Hembras (cachorros) 37 NG R 0.91(0.73-1.04)  2.15(1.96-2.34)
Hembras (adultos jévenes) 65 G R 0.78 (0.64-0.88)  2.08 (1.97-2.17)
Hembras (adultos mayores) 42 G R 0.75 (0.60-0.89)  1.95 (1.82-2.08)
Machos (cachorros) 36 G P 0.88 (0.75-1.02)  2.03 (1.89-2.17)
Machos (adultos jovenes) 51 G R 0.74 (0.62-0.83) 1.97 (1.87-2.09)
Machos (adultos mayores) 39 G R 0.69 (0.58-0.79)  1.68 (1.58-1.79)
Todos 270 - NP 0.83(0.77-0.85)  2.08(1.96-2.24)
TSH (ng/mL)

Cachorros 73 NG R (TL) - 0.27 (0.22-0.32)
Adultos jovenes 116 NG R (TL) - 0.31 (0.27-0.35)
Adultos mayores 81 NG R (TL) - 0.33 (0.27-0.39)
Todos 270 - NP - 0.37 (0.33-0.41)

G = Gaussiana, NG = No-Gaussiana; P=Paramétrico; R = Robusto; NP = No
paramétrico; TL= Transformacion logaritmica; LIR =Limite de referencia inferior; LSR

= Limite de referencia superior. Los numeros dentro de los paréntesis curvos
corresponden al intervalo de confianza del 90% alrededor del limite de referencia,
calculado utilizando el método bootstrap.
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9.1ll. Resultados Objetivo especifico 2

Deferminar si las concentraciones séricas de las hormonas utilizadas para el
diagnostico de hijpotiroidismo canino (T47, T4L y TSH), asi como colesterol y
trigliceridos difieren en las razas Bulldog (frances e ingles) al compararias con dos
grupos control (Ovejero Aleman y mestizos) y si el género afecta dichas
concentraciones.

Los niveles séricos de las variables estudiadas en las razas Bulldog francés e inglés,
al igual que en los grupos control (Ovejeros Alemanes y mestizos) se encontraban
dentro de los rangos de referencia internacionales para la poblacion canina general.
La concentracion media de T4T y T4L séricas varié significativamente entre razas
(Tabla 3). La raza Bulldog inglés presentd mayores niveles séricos de T4T en
comparacion con la raza Ovejero Aleman (P=0.0003) y mestizos (P=0.0016). La raza
Bulldog francés presentd solo concentraciones mas altas de T4T que los perros
Ovejero Aleman (P=0.0469). La raza Bulldog inglés y francés presentaron
concentraciones séricas de T4L significativamente mas altas que los Ovejeros
Alemanes (P<0.0001 y P=0.001 respectivamente) y mestizos (P=0.0039 y P=0.0431
respectivamente). No se encontraron diferencias en la concentracion sérica de T4T y
T4L entre las razas Bulldog inglés y francés. Entre los grupos control, no se
encontraron diferencias en los niveles séricos de T4T y T4L. Las hembras presentaron
mayores niveles séricos de T4L que los machos (Tabla 4), mientras que la
concentracion de T4T no se vio afectada por el género. Para los niveles séricos de
TSH, Col y TG, no se encontraron diferencias entre razas o géneros. No hubo una
interaccion significativa entre los efectos de la raza y el género para las

concentraciones de las hormonas y metabolitos en estudio.
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Tabla 3. Concentraciones séricas de T4T, T4L, TSH, Col y TG en perros clinicamente

sanos de diferentes razas.

Bulldog Bulldog Ovejero
Mestizos P
Inglés Francés Aleman
Variable
TAT (ug/dL) 254+0138 223:0153¢ 181:014P¢ 190:014¢ (0012
T4L (ng/dL) 151+0052 144+0062 1.14+006° 1.26:006P <0000t
TSH (ng/mL) 0.11 + 0.01 0.10 + 0.02 0.13+0.02  0.11+0.02 0.6240

COL (mg/dL) 203.74 +9.73

TG (mg/dL)  76.64 * 8.61

200.69 £ 11.34

80.44 + 10.04

194.71 +12.23

67.89 + 10.82

230+ 11.20 0.1441

59.26 + 9.10 0.4327

Los valores se expresan como la media + desvio estandar (SEM). T4T:

Tiroxina total canina; T4L: Tiroxina libre; TSH: Hormona estimulante de la
tiroides canina; COL: Colesterol; TG: Triglicéridos. ** P <0.001; *** P
<0.0001. Letras diferentes indican diferencias significativas P<0.05.
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Tabla 4. Concentraciones séricas de T4T, T4L, TSH, colesterol y triglicéridos
en perros clinicamente sanos (n = 67) de diferentes géneros.

Hembra Macho P
Variable
TAT (ug/dL ) 2.17 £0.09 2.07 £0.10 0.4703
T4L (ng/dL ) 1.40+0.04 8 127+0.04P  00300"
TSH ( ng/mL) 0.11 £ 0.01 0.12 £ 0.01 0.8455
COL ( mg/dL ) 217.62+7.35 196.95 + 8.37 0.0701
TG (mg/dL ) 71.91 £ 6.50 70.21 £ 7.41 0.8642

Los valores se expresan como la media + desvio estandar (SEM). T4T:
Tiroxina total; T4L: Tiroxina libre; TSH: Hormona estimulante de la tiroides;
COL: Colesterol; TG: Triglicéridos. * P<0.05. Letras diferentes indican
diferencias significativas P<0.05.

9.1V. Resultados Objetivo especifico 3

Considerando la base de datos de caninos presuntivos hipotiroideos (n=1500)
determinar la proporcion de casos que confirman diagndstico de hipotiroidismo
utilizando los IRE nacionales para cada hormona y cada categoria, y comparario con
el valor de corte unico internacional para la poblacion canina general.

Los resultados se obtuvieron comparando la proporcidn de caninos confirmados
hipotiroideos mediante los IRE obtenidos en este estudio vs el IRl utilizado
actualmente en el laboratorio, Unico para cada hormona (Tabla 5).
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Tabla 5. Limites inferiores y superiores de los Intervalos de
referencia para las concentraciones séricas de T4T T4L y
TSH en caninos por género y edad.

Género y Edad LIR (IRE) LIR (IRI)
TAT (ug/dL)
Hembras (cachorros) 1.32 )
Hembras (adultos jovenes) 0.99
Hembras (adultos mayores) 0.82

> 150
Machos (cachorros) 1.17
Machos (adultos jovenes) 0.90
Machos (adultos mayores) 0.80

LIR (IRE) LIR (IRI)

T4L (ng/dL)
Hembras (cachorros) 0.91 A
Hembras (adultos jovenes) 0.78
Hembras (adultos mayores) 0.75

> 0.70
Machos (cachorros) 0.88
Machos (adultos jovenes) 0.74
Machos (adultos mayores) 0.69
Edad LSR (IRE) LSR (IRI)

TSH (ng/mL)

Cachorros 0.27
adultos jovenes 0.31 0.43
adultos mayores 0.33

LIR: Limite inferior de referencia; LSR: Limite superior de
referencia; IRE: Intervalo de referencia especifico de género

y edad; IRI: Intervalo de referencia Internacional unico.
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Caninos confirmados a partir del IRI e IRE para cada test diagnéstico

En cuanto al diagndstico a partir del IRI, se encontré una mayor proporcion de caninos
confirmados por T4T en relacion a los confirmados por T4L (P < 0.0001) o TSH (P <
0.0001). La proporcién de confirmados para cada test individual (T4T, T4L, TSH) fue
mayor a la obtenida a partir de la medicion conjunta de T4T y TSH (P < 0.0001; P =
0.013; P = 0.014 respectivamente). No se encontraron diferencias significativas entre
aquellos confirmados mediante T4L vs TSH (Tabla 6).

Al comparar la proporcion de caninos confirmados a partir de los IRE para cada test
diagnéstico (T4T, T4L y TSH), no se encontraron diferencias significativas, con la
excepcion de T4T vs TSH, siendo mayor para T4T (P=0.023). La proporcion de
caninos confirmados mediante cada test individual (T4T, T4L y TSH) fue mayor que la
obtenida a partir de T4T y TSH (P < 0.0001) (Tabla 6).

Por otro lado, se encontraron diferencias entre la proporcién de caninos confirmados a
partir de los IRE vs IRI para T4T, TSH y (T4TyTSH) (P < 0.0001, P < 0.0001, P=0.030
respectivamente). Mientras que no se encontraron diferencias significativas en este
mismo sentido para los confirmados mediante T4L (Tabla 6).

Tabla 6. Proporcién de caninos confirmados hipotiroideos a partir de los test
diagnésticos T4T, T4L, TSH, T4T+TSH utilizando el IRl y los IRE

T4T TAL TSH TAT y TSH

IRI (238/558) 42.6% (65/345) 18.8%  (161/913) 17.6%  (63/500) 12.6%
T4T TAL TSH T4Ty TSH

IRE (115/558) 20.6% (74/345) 21.4%  (236/913) 25.8%  (42/500) 8.4%

IRE: Intervalo de referencia especifico de género y edad; IRI: Intervalo de referencia
Internacional Unico; T4T: Tiroxina total; T4L: Tiroxina libre; TSH: Hormona
estimulante de la tiroides.
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T4T

Las proporciones de hembras y machos adultos (jovenes y mayores) confirmados

hipotiroideos en funcion de los IRE para T4T fueron significativamente menores en

comparacion con las proporciones de los caninos de las mismas categorias

confirmados a partir del IRI (Figura 6). No se encontraron diferencias significativas

entre la proporcién de cachorros (hembras y machos) confirmados a partir de los IRE
vs IRI para T4T (Figura 6).
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Figura 6. Porcentaje de hembras y machos diagnosticados hipotiroideos

0%

*k%k

*k*

cachorros

EDAD

adultos
jovenes

adultos
mayores

T4T
% DE MACHOS CONFIRMADOS

60%—
50%—
40%—
30%-
20%-
10%—

0%—

*k%*

*k%

cachorros

adultos
jovenes

EDAD

mediante IRI vsIRE para la T4T sérica. IRI: [T4T]<1.5 pg/dL; IRE:

Hembras cachorras: [T4T] <1.32 ug/dL; Adultas jévenes: 0.99, Hembras adultas

adultos
mayores

mayores: 0.82 ug/dL; Machos cachorros: [T4T] <1.17 pg/dL; Machos adultos
jovenes: 0.90, Machos adultos mayores: 0.80 pg/dL. *** P < 0.001.
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Los machos adultos (jovenes y mayores) se encontraron en mayor proporcion que las

hembras de las mismas edades al ser diagnosticados mediante el IRI para T4T; esta

diferencia perdioé su significancia al utilizar los IRE (Tabla 7). Se observé un mayor

descenso de confirmados en los machos al utilizar los IRE vs el IRl en adultos

mayores (P = 0.0494) (Figura 6).
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Tabla 7. Diferencias en la proporcién de hembras y machos confirmados hipotiroideos
por T4T utilizando el IRI vslos IRE

confirmados por T4T

confirmados por T4T

(IRI) P (IRE) P
Hembras cachorras (8/21) 38.0% (7/21) 33.3%
Machos cachorros (17/31) 54.8% 0.238 (14/31) 45.2% 0.395
Hembras adultas jévenes (52/153) 33.9% (28/153) 18.3%
Machos adultos jovenes (50/97) 51.5% 0.0059 (24/97) 24.7% 0.223
Hembras adultas mayores (22/156) 33.3% (22/156) 14.1%
Machos adultos mayores (56/100) 56.0% 0.0003 (20/100) 20.0% 0.214

IRE: Intervalo de referencia especifico de género y edad; IRI: Intervalo de referencia
Internacional Unico; T4T: tiroxina total.
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T4L

No se encontraron diferencias significativas entre las proporciones de hembras y
machos adultos (jévenes y mayores) confirmados mediante los IRE para T4L y los
caninos de las mismas categorias, confirmados a partir del IRI (Figura 7). Debido al
pequeio tamano de muestra del grupo de cachorros (hembras y machos) en la
poblacion de presuntivos (n=8 y n=5 respectivamente), no se pudo comparar
estadisticamente las proporciones para esta categoria confirmadas por los IRE vsIRI.
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Figura 7. Porcentaje de hembras y machos diagnosticados hipotiroideos
mediante IRI vs IRE para la T4L sérica. IRI: [T4L] <0.7 ng/dL); IRE: Hembras
adultas jévenes: 0.78 ng/dL; Hembras adultas mayores: 0.75 ng/dL; Machos

adultos joévenes: 0.74 ng/dL; Machos adultos mayores: 0.69 ng/dL.
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TSH

Las proporciones de cachorros y adultos (jévenes y mayores) confirmados
hipotiroideos mediante los IRE para TSH fueron significativamente mas altas en
comparacién con las proporciones de caninos confirmados a partir del IRI para
dicha hormona (Figura 8).
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Figura 8. Porcentaje de caninos diagnosticados hipotiroideos
mediante el IRl vs los IRE para la TSH sérica acorde a la
edad. IRI: [TSH]>0.43; IRE: cachorros: 0.27 ng/mL; adultos
jovenes: 0.31 ng/mL adultos mayores: 0.33 ng/mL. * P < 0.05;
** P <0.01.
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8. DISCUSION

La presente tesis de maestria ha permitido profundizar en el area de conocimiento del
estado tiroideo endocrino-metabdlico en caninos clinicamente sanos, con el fin de
llegar a un correcto diagndstico del hipotiroidismo. Especificamente hemos aportado
informacion respecto a como factores fisioldgicos (edad, género, raza) pueden hacer
variar la concentracion seérica de las hormonas tiroideas y TSH en caninos
clinicamente sanos. Este trabajo permitid generar rangos de referencia hormonales
especificos de edad y género para nuestro laboratorio, y contrastar estos hallazgos
con los valores de corte Unicos para la especie canina manejados a nivel internacional.

En el presente estudio, el aumento de la edad se asocié con la disminucién de la
concentracion sérica de T4T y T4L, y aumento de la concentracion de TSH en caninos
sanos. Este aumento en los niveles séricos de TSH, es consistente con lo reportado a
nivel internacional. Hegstad-Davies y col. (2015) observaron que en caninos sanos la
concentracion de TSH aumentaba 0,01 ng/mL por cada mes de vida. En este mismo
sentido Bhatti y col. (2006) demostraron en Beagles sanos, que los perros de 7 a 12
anos presentaban concentraciones medias de TSH mas altas que los mas jovenes. El
aumento en los niveles de TSH podria ser una respuesta -por retroalimentacion del eje
H.H.T- a la disminucion de los niveles séricos de hormonas tiroideas a medida que la
edad aumenta; o debida a la alteracion del parénquima de la glandula tiroides en la
vejez 0 como consecuencia de algun desorden no tiroideo (Vi oiu y col., 2013). Como
se menciond anteriormente, los niveles de T4T y T4L disminuyeron con la edad. En
nuestro trabajo, como se menciond anteriormente, los niveles de T4T y T4L
disminuyeron con la edad. Estos resultados son respaldados por varios trabajos en
donde se observé como la concentracion sérica de T4T y T4L era mayor en cachorros,
declinando progresivamente durante la vida adulta (Ramirez y Osorio, 2009; Shiel y
col., 2010; Scott-Moncrieff y col., 2012). En este mismo sentido, Hegstad —Davies y
col. (2015) observaron que en caninos sanos la concentracion de T4T y T4L
descendian a razén de 0.004 ug/dL y 0.004 ng/dL por mes de edad respectivamente.
Resultados similares se obtuvieron en un estudio en caninos sanos (n=292) donde las
concentraciones mayores de T4T y T4L correspondian a animales menores a 1 afo y
de 1 ano de edad, y las concentraciones mas bajas a caninos de 10 afios

(Fialkovicova y col., 2012). Sin embargo, otros autores, si bien reconocen que existe
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una tendencia a que la concentracién de T4T descienda a medida que la edad avanza,
no encontraron diferencias significativas entre categorias etarias para esta hormona
(Mosallanejad y col., 2014; Patkar y col.,, 2014). Otros trabajos soélo encontraron
diferencias al comparar perros adultos con gerontes (Gonzalez y col., 1988). Las
posibles razones que explican la discordancia de estos resultados podrian estar
asociadas a los grupos etarios estudiados (Patkar y col.,, 2014), o a que no se
controlaron algunos factores que afectan los niveles de hormonas tiroideas
(Mosallanejad y col., 2014). Por otro lado, los altos niveles de T4T y T4L reportados en
cachorros podrian ser atribuidos a los mayores requerimientos metabdlicos en esta
etapa de crecimiento. Es sabido que las hormonas tiroideas son esenciales para el
desarrollo y crecimiento del organismo, siendo mayores las concentraciones en estas
etapas que en la madurez (Reimers y col., 1990; Castillo y col., 1997). Una de las
causas propuestas para explicar el descenso de las hormonas tiroideas con el
envejecimiento son los cambios en la respuesta por parte de la glandula tiroides a la
estimulacion de la TSH. En este mismo sentido, estudios en glandula tiroides de raton,
demuestran la aparicion gradual de foliculos "frios" con la edad; observandose una
falla en el mecanismo de endocitosis de las hormonas tiroideas (Studer y col., 1978).
El envejecimiento glandular también puede estar dado por atrofia, fibrosis o
degeneracién de la glandula tiroides (Scott-Moncrieff y col., 2012). Ademas, la baja
actividad tiroidea en la ultima etapa de la vida podria deberse a la presencia de

tiroiditis subclinica u otras enfermedades concurrentes (Scott-Moncrieff y col., 2012).

El género afectd la concentracion sérica de T4T y T4L, siendo mayor en hembras que
en machos para ambas hormonas, mientras que no se encontré efecto sobre los
niveles de TSH. Con respecto a lo reportado para la TSH, resultados similares fueron
observados en un estudio que comprendié 693 perros intactos (Hegstad-Davies y col.,
2015), y en la raza Saluki (Shiel y col., 2010), donde no se encontraron diferencias de
género para esta hormona. Por el contrario, Pessina y col., (2014), en perros intactos
de la raza Ovejero Aleman (n=57), reportaron mayores niveles de TSH en machos que

en hembras.

Los mayores niveles séricos de T4T y T4L encontrados en hembras en nuestro trabajo
concuerdan con lo reportado en otros estudios para diversas razas caninas (Shiel y
col., 2010; Pessina y col., 2014; Hegstad-Davies y col., 2015). En contraposicion, otros
autores no encontraron diferencias entre géneros, siendo en parte atribuible a que no
comprendieron fuentes de variacidn como la edad, la talla y/o la raza para el estudio
de estas hormonas (Ramirez y Osorio, 2009; Patkar y col., 2014; Osorio y Suarez,
2016)
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o si las incluyeron, fueron estudiadas en forma independiente (Mosallanejad y col., 2014).
Si bien en caninos la informacion es escasa, Pessina y col. (2012) demostraron que el
género afecta la expresion del receptor de TSH (TSH-R) y tiroglobulina (Tg) siendo
mayor en hembras. Esta mayor sensibilidad al estimulo de la TSH en hembras se asocia
a una mayor capacidad de secretar hormonas tiroideas.

Por otro lado, Krzyzewska-Miodawska y col. (2014), estudiaron el efecto de la
gonadectomia en caninos machos y hembras libres de patologia tiroidea, encontrando
que ambos sexos castrados presentaban concentraciones de T4L similares, siendo mas
bajas que las encontradas en los animales intactos. Estos resultados reflejan la accion
diferencial de las hormonas sexuales en la produccion de hormonas tiroideas. La
bibliografia sugiere que la funcién tiroidea de las hembras intactas deberia ser evaluada
en etapa de anestro y que los resultados de los estudios realizados en caninos pueden
haber estado influenciados por el efecto del diestro en las perras. En este sentido, se han
reportado niveles de hormonas tiroideas mayores en hembras en etapas de dominancia
de la progesterona (diestro o prefiez) en relacidon con hembras en anestro, proestro y
hembras en lactacion (Reimers y col., 1984; Feldman y Nelson, 2007). Si bien en caninos
aun se desconoce el mecanismo de accion de la progesterona sobre la glandula tiroides,
en humanos se reportd que esta hormona posee un efecto directo sobre los tirocitos,
estimulando la expresion de los genes que participan en la funcién tiroidea y proliferacion
celular (NIS, tiroglobulina TG y KI-67) (Bertoni y col., 2015). De todas maneras cabe
sefialar que no siempre el aumento en la expresidn génica da como resultado un
aumento en las proteinas funcionales (Meikle y col., 2000; Sosa y col., 2009a). En
mujeres, Sathi y col., (2013) reportaron que la terapia con progesterona aumentaba los
niveles de T4L. En nuestro estudio, s6lo un 70% de los propietarios de hembras enteras
(n=144) que realizaron el cuestionario especificaron la fecha del ultimo estro; por este
motivo, no se incluyd esta variable en el analisis estadistico. Sin embargo, al estimarse la
etapa de diestro de cada hembra, acorde a lo reportado por Hegstad-Davies y col. 2015,
s6lo un 9% de las hembras con fecha de ultimo estro conocida estarian en diestro. En
este mismo sentido, un estudio realizado en perros sanos (n= 693), revel6 que la
concentracion de T4T y T4L fue mayor en hembras intactas que en machos y esta
relacion permanecié aun cuando se retiraron del analisis las hembras en etapa de diestro
(Hegstad-Davies y col., 2015). Esto sugiere que existe una diferencia entre géneros mas
alla de la etapa del ciclo en la que se encuentren las hembras. Existe escasa informacion
sobre la funcion tiroidea y los estroégenos en perros y si bien se ha reportado la presencia
de receptores de estrégenos (ERalfa) en las células tiroideas caninas (Pessina y col.,

2012), el papel que desempena esta hormona sexual y sus receptores en la regulacion
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tiroidea se desconoce. En humanos se vioé que los estrogenos aumentan las proteinas
de transporte (TBG) (Surks y Sievert, 1995) aumentando la concentracion de T4T
(Arafah, 2001) y activando la transcripcion de los genes encargados de iniciar la
mitogénesis en los tirocitos (Manole y col., 2001). Asimismo los estrogenos aumentan
la expresion del gen de insulina y su liberacién (Alonso-Magdalena y col., 2008),
mecanismo que podria explicar la mayor concentracion de T4T registrada en las
hembras, ya que la insulina promueve la secrecion de TRH (McCarty, 1995). Esto
concuerda con lo reportado previamente por Pessina y col. (2010), quienes
encontraron mayores concentraciones séricas de insulina post ingesta en hembras
que en machos y a su vez una correlacién positiva entre la T4T y la insulina. En este
mismo sentido, Morimoto y col. (2001), en un estudio realizado en ratas, reportaron
variaciones en la concentracién sérica y expresion génica de la insulina durante el
ciclo estral y que estas diferencias se correlacionaban con los niveles circulantes de
E2 y P4. No hemos encontrado informacién en caninos que permitan explicar los
menores niveles de hormonas tiroideas encontrados en machos. Si bien el efecto de la
testosterona sobre las hormonas tiroideas aun se desconoce en caninos, si se sabe
que esta hormona produce un descenso en los niveles de TBG, pudiendo interferir en

la concentracion de T4T (Feldman y Nelson, 2007).

La talla no afecto las concentraciones séricas de T4T, T4L y TSH lo que se contrapone
a lo reportado por Reimers y col. (1990) quienes encontraron mayores
concentraciones de T4T en caninos de tallas pequefias. No obstante en dicho trabajo
se menciona como debilidad del mismo que los datos estaban demasiado
desequilibrados para soportar este tipo de analisis, lo que podria haber desviado los
resultados. A pesar de que el volumen de la glandula tiroides varia con la talla en
caninos (Castillo y col., 1997; Bromel y col., 2006), no hemos encontrado trabajos que
vinculen el volumen glandular con la producciéon de hormonas tiroideas en caninos
eutiroideos. Es posible que la variacion en la concentracion de estas hormonas no esté
asociada a la talla de las distintas razas caninas sino a su origen genético comun.
Tradicionalmente en los estudios realizados en caninos, las razas han sido agrupadas
sobre la base de sus fenotipos fisicos como la talla, sin embargo otros estudios
proponen una clasificacion independiente basada en patrones de variacion genética.
Es asi que razas caninas de tallas dispares se agrupan en “clusters” de origen
genético comun (Parker y col., 2004). En este mismo sentido, se reportdé que razas
caninas Europeas como el Beagle y el Sheltie presentaban capacidades tiroideas
similares para acumular y liberar yodo radioactivo, siendo mas bajas que las de la raza

Baseniji, de origen Africano (Nufiez y col., 1970).
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Sin embargo, si las razas mencionadas se categorizaran de acuerdo a la talla,
pertenecerian a la misma categoria (talla adulta de 11 y 12 kg respectivamente) y esas

diferencias no se observarian.

Acorde a lo reportado en la bibliografia, la raza deberia considerarse al analizar el estado
tiroideo de los caninos clinicamente sanos (Gaughan y Bruyette, 2001; Lee y col., 2004;
Shiel y col., 2007, Panakova y col., 2008; Hegstad-Davies y col., 2015). No obstante esta
variable no pudo ser incluida como efecto fijo en nuestro estudio poblacional (n=270) y
unicamente se la consideré como variable de efecto aleatorio, ya que las razas caninas
no se encontraban igualmente representadas. Sin embargo si pudimos constatar la
importancia de esta variable en el estudio piloto llevado a cabo en las razas Bulldog
(inglés y francés). Estas razas emparentadas, actualmente de moda se enfrentan a
muchas dificultades reproductivas (Wydooghe y col., 2013) y al ser el hipotiroidismo una
de las posibles causas (Panciera y col., 2012), su correcto diagnostico despierta
preocupacion en los propietarios y criadores. Nuestro trabajo reportd un efecto de la raza
sobre la concentracion sérica de T4T y T4L, con niveles mas altos de ambas hormonas
en los Bulldog (inglés y francés) al compararlos con los grupos control (Ovejeros
Alemanes y mestizos). Si bien los niveles hormonales estudiados se encontraron dentro
de los intervalos de referencia internacional, estos hallazgos deben tenerse en cuenta al
analizar el estado tiroideo de las razas Bulldog inglés y francés. No hemos encontrado
trabajos similares en las razas Bulldog para contrastar nuestros resultados sin embargo
se han observado diferencias para estas mismas hormonas en ofras razas caninas.
Hegstad-Davies y col. (2015) reportaron que las razas Samoyedo, Siberian Husky y
Keeshond presentaban valores mas altos de T4T y T4L que otras razas caninas. Por otro
lado, los perros de raza Greyhounds, Sloughis, perros de trineo de Alaska, Scottish
Deerhounds y Whippets revelaron concentraciones de T4T y/o T4L por debajo del rango
de referencia establecido internacionalmente para la poblaciéon canina general (Gaughan
y Bruyette, 2001, Lee y col., 2004; Van Geffen y col., 2006; Shiel y col., 2007, Panakova
y col., 2008; Sheerer y col., 2013). Con respecto a la variacion de los niveles séricos de
TSH con la raza, los hallazgos son contradictorios. Los resultados de nuestro estudio
piloto, no mostraron efecto de la raza en los niveles séricos de TSH (Anexo 1), estos
hallazgos son concordantes con lo reportado por otros autores que tampoco encuentran
diferencias raciales (Gaughan y Bruyette, 2001; Van Geffen y col., 2006; Shiel y col.,
2007; Seavers y col., 2008; Panakova y col., 2008). En contraposicion otros trabajos
reportan una mayor concentracion de TSH en la raza Collie, Samoyedo y Keeshond en
comparacion con los rangos de referencia generales caninos (Hegstad-Davies y col.,
2015).
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Aunque se desconocen los mecanismos por los cuales la raza afecta la concentracién
de hormonas tiroideas, es posible que procesos reguladores como la funcién y afinidad
del receptor de la hormona contribuyan a esclarecer estas diferencias raciales
(Hegstad-Davies y col., 2015). Es interesante observar que las razas Bulldog podrian
presentar un cuadro de resistencia de los tejidos periféricos a las hormonas tiroideas,
como se ha descripto en humanos a raiz de una alteracion en el receptor de T3 (RT3
alfa y/o beta). A pesar de ser eutiroideos, las personas que heredan esta resistencia
periférica (herencia autosomica dominante) cursan con un incremento de T4 circulante
(compensando la resistencia hormonal) y niveles de TSH normales o elevados (Brooks
y col., 1981; Hopwood y col., 1986). Ademas, estos pacientes presentan una mayor
incidencia de signos asociados al hipotiroidismo como bocio, infecciones frecuentes de
oidos y anomalias cardiacas (Brucker-Davis y col., 1995). En el caso de las razas
Bulldog (francés e inglés), la alta incidencia de enfermedades hereditarias (Sandge y
col., 2017), los niveles séricos de T4 elevados en estado eutiroideo respecto a otras
razas y el mayor riesgo de padecer signos dermatologicos y reproductivos (Wydooghe
y col., 2013; Inoue y col.,, 2015) podrian sugerir una posible alteracion en los

receptores de hormonas tiroideas que contribuyan a explicar estas diferencias raciales.

Por otro lado, los caninos de razas braquicéfalas (como los Bulldog) presentan
glandulas tiroideas de mayor volumen en comparacion a otras razas (Miller y col.,
1965). Si bien no hemos encontrado estudios en esta especie que asocien el mayor
volumen glandular con un aumento de actividad, en humanos se conoce que existe
una correlacion directa entre el volumen tiroideo y la concentracion de T4L (Barrere y
col., 2000).

Es sabido que la funcién tiroidea y el perfil lipidico se encuentran estrechamente
relacionados, ya que las hormonas tiroideas estimulan la sintesis, movilizacion vy
degradacién de los lipidos; siendo una herramienta que contribuye al diagnéstico de
esta patologia (Rogers y col., 1975; Bauer, 2004; Johnson, 2005; Feldman y Nelson,
2007). Nuestros estudios no mostraron diferencias en los niveles séricos de colesterol
y triglicéridos entre razas (Anexo I) y tampoco se vié asociado a ninguna de las
variables consideradas en el estudio poblacional (edad, género y talla). Sin embargo la
bibliografia no es concluyente al respecto. Hay trabajos que reportan mayores
concentraciones de colesterol y triglicéridos en cachorros y neonatos en relacion a
otras categorias etarias (Wright y col., 2004; Wright-Rodgers y col., 2005; Pasquini y
col., 2008). En relacién al género, nuestros resultados concuerdan con lo reportado

previamente por varios autores (Downs y col., 1993; Coppo y col., 2003; Osorio, 2006;
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Osorio, 2008). Sin embargo, algunos trabajos reportan mayores concentraciones
séricas de Col y TG en hembras que en machos (Kaspar y Norris, 1977; Pasquini y
col., 2008; Pessina y col., 2009; 2010; 2014). Con respecto a la raza, Pasquini y col.
(2008) solo encontraron diferencias raciales en las concentraciones de Col, siendo
mas altas en los Rottweilers y los perros de montafia de los Pirineos. Las
discrepancias encontradas entre nuestros resultados asi como también en la
bibliografia en general, pueden atribuirse a la consideracion o no de determinados
factores que pueden influir en el metabolismo de los lipidos (estilo de vida y dieta) asi
como también el método utilizado para el analisis de los metabolitos mencionados

(Barrie y col., 1993; Downs y col., 1993; Pasquini y col., 2008)

Si bien cada laboratorio deberia generar sus propios valores de referencia, no siempre
es posible y se utilizan los que brinda el fabricante o aquellos reportados en la
bibliografia internacional. En nuestro pais, hasta el momento los laboratorios
veterinarios no contaban con rangos de referencia propios para hormonas tiroideas ni
para TSH en la especie canina. Este trabajo de tesis permiti6 que el Laboratorio de
Endocrinologia y Metabolismo Animal (Facultad de Veterinaria) cuente con intervalos
de referencia especificos (IRE) para cada una de las hormonas mencionadas.

De nuestro estudio se desprende que los limites inferiores de los IRE para T4T se
encuentran por debajo del IRI utilizado por el laboratorio hasta la fecha (Tabla 5). Sin
embargo los resultados obtenidos son similares con los reportados en estudios
recientes con disefios experimentales semejantes al nuestro. Nunes (2017) incluyendo
variables como género, raza y edad de los caninos reportd como limite inferior del IR
para la T4T del perro de aguas portugués un valor de 0,8 pg/dL. En el mismo sentido,
Hegstad-Davies y col., (2015) al utilizar 692 perros de distintas razas reportaron como
limite inferior del IR para T4T un valor de 0.82 pg/dL.

Con respecto a la T4L, los resultados del limite inferior de los IRE en cachorros
machos y hembras fueron los que mas se alejaron del valor de referencia reportado
para la poblacién canina general en relaciéon con las otras categorias (Tabla 5). Estos
resultados son similares a los reportados para cachorros machos y hembras menores
a un afio por Ramirez y Osorio (2009) (1.07 ng/dL y 1.08 ng/dL respectivamente).

En lo referente a la TSH, los limites superiores de los IRE reportados en este estudio
fueron menores al limite superior del IRl unico utilizado actualmente en el laboratorio
(Tabla 5). Resultados similares fueron reportados por Bhatti y col. (2006) en Beagles
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sanos, donde los perros de 7 a 12 anos presentaron mayores concentraciones de TSH
(0.32 ng/mL), y los mas jovenes valores menores (0.13 ng/mL). Sin embargo Hegstad-
Davies y col. (2015) y Nunes (2017) reportaron valores de limite superior para TSH por
encima del IRI (0.58 ng/mL y 0.65 ng/mL respectivamente).

Las diferencias encontradas en los valores de corte para hormonas tiroideas y TSH
podrian deberse a la variabilidad entre las poblaciones de referencia utilizadas y a la
metodologia empleada para la determinacion de dichas hormonas. ElI método
empleado para determinar el IRI Unico para cada hormona, obtenido de la bibliografia
internacional es la técnica de Radioinmunoensayo (RIA) (T4T: 1.5 pg/dL (Scott-
Moncrieff y Guptill-Yoran, 2005); T4L: 0.7ng/dL (Roover y col., 2006); TSH: 0.43 ng/mL
(Scott-Moncrieff y col., 1998).

En nuestro estudio, las mediciones hormonales se realizaron por inmunoensayo
quimioluminiscente. Se conoce que esta técnica tiene mayor precision en el analisis de
TSH canina en comparacion con el RIA (Marca y col., 2001). En este mismo sentido,
las concentraciones de T4T en caninos, determinadas por el método de inmunoensayo
quimioluminiscente fueron 30-40% menores que las determinadas mediante la técnica
de RIA (Singh y col., 1997).

La proporcion de caninos confirmados utilizando intervalos de referencia especificos
de género y/o edad (IRE) para las hormonas tiroideas y TSH difirié significativamente
de la proporcion obtenida a partir del IRI unico para cada hormona. El uso de los IRE
obtenidos en nuestro estudio podria contribuir a un diagndstico mas certero de los
pacientes ingresados al LEMA con diagnéstico presuntivo de hipotiroidismo.

Al comparar la proporcion de animales confirmados mediante los diferentes test
diagnésticos en forma individual (T4T, T4L, TSH) o combinados (T4T y TSH) utilizando
el IRI unico, encontramos una mayor proporcion de caninos confirmados para T4T que
para T4L (Tabla 6). Si bien nuestros resultados no fueron contrastados con una prueba
de oro, ya ha sido reportado que la T4T presenta una mayor sensibilidad y una menor
especificidad diagndstica que la T4L (Peterson y col., 1997; Scott-Moncrieff y col.,
2012). Debido a su alta sensibilidad, la prueba de T4T posee una muy baja deteccidon
de falsos negativos, considerandose la prueba de deteccion inicial mas popular para el
hipotiroidismo canino. Para algunos autores, una concentracion de T4T dentro del
rango de referencia unico es prueba suficiente para que el perro sea considerado
eutiroideo (Scott-Moncrieff y Guptill-Yoran, 2005). Por el contrario, la disminucién de la

concentracion de T4T no es considerada especifica para el diagnéstico de esta
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endocrinopatia, ya que puede darse en individuos eutiroideos, como consecuencia de
una enfermedad no tiroidea o la administracién de determinados farmacos. La T4L, al
ser la fraccion no unida a proteinas se encuentra menos afectada por estos factores
(Scott-Moncrieff y col., 2012) considerandose una prueba mas precisa de la actividad
tiroidea que la T4T (Peterson y col., 1997). En nuestro estudio, al comparar las
proporciones de caninos confirmados por T4T vs T4L utilizando los IRE, no se
encontraron diferencias significativas.

La determinaciéon de la sensibilidad de una prueba puede variar de acuerdo a la
técnica de medicion utilizada y a los intervalos de referencia empleados en el
diagnéstico de la enfermedad (Braz Da Cruz y Manoel, 2014). En este trabajo se
determindé la proporcidn de animales confirmados para cada prueba con la misma
técnica de medicion (quimioluminiscencia), por lo tanto la variacion en la sensibilidad
podria atribuirse a la modificacion de los intervalos de referencia empleados en el
diagnéstico de hipotiroidismo. Al aplicar los IRE para T4T podria disminuir su
sensibilidad diagndstica, aumentando el riesgo para un animal hipotiroideo de no ser
diagnosticado (falsos negativos). Esto llevaria a reconsiderar el uso de la medicién de

T4T como prueba de screening en el diagnostico de hipotiroidismo.

Por otra parte, al utilizar el IRI Unico para cada hormona, encontramos una mayor
proporcion (25% mas) de caninos confirmados por T4T que por TSH; no
encontrandose diferencias entre los confirmados por T4L vs TSH. En la bibliografia ha
sido reportado que la limitante en la determinacion de la TSH es la falta de sensibilidad
del ensayo, ya que aproximadamente el 30% de los perros hipotiroideos tienen una
concentracion de TSH dentro del rango de referencia (Panciera, 1999; Kooistra y col.,
2000; Scott-Moncrieff y col., 2012). Sin embargo al utilizar los IRE obtenidos en este
estudio, la proporcion de animales confirmados por TSH fue un 5% mayor que por T4T
(Tabla 6). Hasta el momento la existencia de caninos clasificados como hipotiroideos
con concentraciones de TSH dentro de los rangos de referencia se vinculan a las
fluctuaciones de sus niveles séricos, a la supresion debida a farmacos o ENT, a las
dificultades en detectar isoformas de TSH circulante y al descenso en la produccion de
TSH en el hipotiroideo crénico (Feldman y Nelson, 2007; Scott Moncrieff y col., 2012;
Braz Da Cruz y Manoel, 2014). De este estudio se desprende que la diferencia en la
sensibilidad diagndstica entre T4T y TSH podria explicarse en parte por el uso en la
actualidad de intervalos de referencia Unicos que no tienen en cuenta variaciones por

género y edad para los niveles séricos de estas hormonas.
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Las proporcion de caninos confirmados mediante la determinacion de T4T y TSH de
forma conjunta, fue menor que aquella obtenida mediante THS o T4T, ya sea
utilizando el IRI o los IRE para cada hormona. Esto es concordante con lo reportado a
nivel internacional, donde se observa un descenso en la sensibilidad diagndstica y un
aumento en la especificidad, aumentando la precisién diagnéstica al medir ambas
hormonas (Peterson, 1997; Panciera, 1999; Feldman y Nelson, 2007; Scott-Moncrieff y
col., 2012).

En cuanto a los datos obtenidos con respecto a la T4T, se encontr6 una mayor
proporcion de caninos machos y hembras adultos (jovenes y mayores) confirmados
por los IRI vs IRE. Es importante destacar la relevancia de estos resultados, ya que de
no utilizar los IRE es posible que estemos considerando como hipotiroideos un 50%
mas de los animales remitidos como presuntivos para estas categorias (reportadas
como de mayor riesgo para el hipotiroidismo canino primario) (Dixon y col., 1999;
Castillo, 2011). Las consecuencias que puede acarrear el sobrediagnéstico se asocian
a la implementaciéon de tratamientos y monitoreos innecesarios en pacientes
eutiroideos. Si bien la induccién de tirotoxicosis clinica en perros es dificil (Dixon,
2004), estariamos retrasando el diagnostico de la verdadera causa de enfermedad. En
este mismo sentido, el tratamiento con levotiroxina a dosis de reposicion en perros
eutiroideos altera los valores de T4T, T4L y TSH, siendo el tiempo de espera luego de
su interrupcion de 1 a 4 semanas (Panciera y col., 1990; Ziglioli y col., 2017). Por otra
parte, Panciera y col. (1990) sugieren que la administracion de levotiroxina por largos
periodos puede traer consecuencias mas graves llegando a producir la atrofia de los

tirotrofos hipofisarios y de la glandula tiroides en caninos.

Por otro lado, no se encontraron diferencias entre la proporcién de cachorros machos
y hembras diagnosticados por el IRI vs IRE para T4T. Esto podria deberse a que,
como fue detallado en los resultados del objetivo 2, los cachorros son los que
presentan mayores concentraciones de T4T, con valores de corte mas cercanos al IRI
unico, utilizado indistintamente para todas las categorias etarias (IRE hembras: 1.32
pg/dL; IRE machos: 1.17 pg/dL vsIRI 1.5 pg/dL).

En este trabajo se encontr6 que la frecuencia de animales hipotiroideos confirmados
por T4T utilizando el IRI estuvo influenciada por el género, existiendo una mayor
cantidad de machos adultos confirmados que de hembras. Esto se contrapone a lo
reportado por la bibliografia en donde se observa cierta predisposicion en las hembras
(Pedersen y col., 1999; Sundburg y col., 2016) o que ambos sexos estan igualmente
representados (Mooney, 2011). Al confirmar los animales mediante los IRE,
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encontramos un descenso en el nimero de casos confirmados para ambos géneros. Sin
embargo, el descenso en la proporcion de confirmados fue mayor en machos, y ya no se
encontraron diferencias entre las proporciones de machos y hembras confirmados. Estos
hallazgos sugieren que el diagnéstico endécrino de hipotiroidismo canino con T4T debe

considerar el género del animal.

En relacion a la T4L, no se encontraron diferencias entre las proporciones de hembras y
machos adultos al comparar los confirmados por IRl vs IRE; ya que los valores de T4L
para las edades adultas fueron similares entre si y similares al IRI Unico utilizado hasta el
momento. La diferencia entre la proporcion de cachorros confirmados por IRl vs IRE no
pudo analizarse debido al pequefio tamano de la muestra. No obstante, siendo que esta
categoria presenté los valores de IRE mas alejados del IRI Unico, se esperaria encontrar
diferencias.

En cuanto a la TSH, la proporcion de perros diagnosticados hipotiroideos mediante los
IRE fue mayor para todas las categorias etarias al compararla con la obtenida por el IRI.
De estos resultados se desprende que el uso de los IRE podria evitar el subdiagndstico
de caninos hipotiroideos en la fase mas temprana de la enfermedad “Hipotiroidismo
subclinico” (Dixon y col., 1999; Castillo, 2011). Poder diagnosticar el paciente en esta
fase temprana previene el deterioro de la glandula y la consecuente progresion hacia el
hipotiroidismo clinico, evitando asi un compromiso metabdlico mayor (Ayala, 1997).
Ademas, se conoce que la estimulacién con niveles elevados de TSH por tiempos
prolongados - perros hipotiroideos no diagnosticados- puede ser un factor predisponente
a la aparicion del carcinoma tiroideo (Roger y Dumont, 1987; Deleu y col., 1999). Esto
debe tenerse en cuenta ya que el hipotiroidismo es una endocrinopatia con un prondstico

excelente si se diagnostica precozmente y se instaura el tratamiento correcto.
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9. CONCLUSIONES

En caninos clinicamente sanos, los niveles séricos de T4T y T4L son mayores en
hembras que en machos; ambas hormonas disminuyen con la edad, presentando
mayores niveles séricos en cachorros que en perros adultos de 1 a 5 anos y de 5 a 10
anos. La concentracion sérica de TSH aumenta con la edad, siendo menor en cachorros
que en perros adultos de 5 a 10 afos.

Los perros de razas Bulldog francés e inglés poseen concentraciones séricas de T4T,
T4L, TSH, colesterol y triglicéridos dentro de los rangos de referencia internacional para
la poblacion canina; sin embargo estas razas presentan mayores niveles séricos de T4T
y T4L que los grupos control.

El uso de intervalos de referencia especificos de género y edad permite una
aproximacion diagnéstica mas certera en el diagnéstico de hipotiroidismo canino. El uso
de los IRE evidencid un descenso del 50% en la proporcion de caninos adultos
confirmados mediante la determinaciéon de T4T; cuestionando el uso de este test en
forma aislada en el diagndstico de hipotiroidismo canino.

El uso de IRE en el diagnéstico de hipotiroidismo mediante la determinacion de TSH
produce un aumento del 9% en la proporcion de caninos adultos confirmados. Este
aumento en la sensibilidad diagndstica podria explicar en parte la existencia de perros
hipotiroideos con valores normales de TSH al utilizar un intervalo de referencia unico.

La proporcion de caninos confirmados mediante la determinacion conjunta de T4T y TSH
es menor que la obtenida para cada hormona por separado. Este descenso en la
sensibilidad ha sido reportado a nivel internacional y es adjudicado a un aumento de la
precision diagnéstica al medir ambas hormonas.
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ABSTRACT

This study investigates whether breed or gender affect serum hormone and metabolite concentrations used to
evaluate thyroid function in the Bulldog breed. Sixty-seven healthy adult English Bulldogs (n = 20), French Bulldogs (n
= 17), German Shepherds (n = 15) and mongrels (n = 15) of both sexes were selected. Determination of serum total
thyroxine (TT4), free thyroxine (FT4), and thyroid stimulating hormone (TSH) was performed via a competitive
enzymatic chemiluminescent solid-phase immunoassay. Cholesterol and triglyceride concentrations were analyzed by
spectrophotometry. Serum concentrations of TT4, FT4, TSH, cholesterol, and triglycerides for French and English
Bulldogs were within the international reference ranges for the canine population. Breed had a significant effect on serum
levels of TT4 (P = 0.0012) and FT4 (P<0.0001); English and French Bulldogs had higher serum TT4 and FT4
concentrations than German Shepherds and mongrels. Gender had a significant effect only on serum FT4 levels; females
exhibited higher levels (P = 0.0309). Cholesterol, triglycerides, and TSH serum concentrations did not differ with breed
or gender. Healthy French and English Bulldogs included in this study had higher serum concentrations of TT4 and FT4
compared with German Shepherds and mongrels, and the concentration of FT4 was also higher in females.
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Introduction

French and English Bulldogs are breeds that have experienced a rapid increase in popularity
(SANDGE et al., 2017). They were the third and sixth most popular dog breeds in America in 2016,
respectively (ANONYM., 2016). However, the appealing extreme physical features of these breeds are
linked to a number of health problems that make these dogs the most expensive in terms of veterinary
care (SANDG@E et al., 2017). Even though their many reproductive difficulties are mostly attributed to
anatomical and physiological breed peculiarities (WYDOOGHE et al., 2013), the correct diagnosis of
these reproductive abnormalities is still a challenge in veterinary practice. Although endocrinology
studies in canines associating the hypothyroid state to possible detrimental effects on reproduction are
limited, and results have been conflicting (JOHNSTON, 1991; SEGALINI et al., 2009; PANCIERA et
al., 2012); hypothyroidism is still taken into account in clinical practice for diagnoses in cases where
fertility is affected (DIXON, 2004). Furthermore, hypothyroidism has detrimental effects on
reproduction in women (KRASSAS et al., 2010), and studies that fail to prove this association in
canines have suggested that further investigation is necessary to determine whether fertility is affected
by thyroid hormone deficiency (PANCIERA et al., 2012).

It has been reported that the Bulldog breed represents one of the most at-risk breeds for
dermatological disorders (INOUE et al., 2015). More than 60% of hypothyroid dogs have
combined dermatological and metabolic pathologies (DIXON et al., 1999). Although it is
known that these pure breeds were refined using inbreeding, and that they have high levels of
inherited diseases (SAND@E et al.,, 2017), we found only one report regarding
hypothyroidism for the Bulldog breed. MAJOR et al. (2015) reported a case of congenital
hypothyroidism with goiter in a juvenile French Bulldog, caused by a thyroid peroxidase
(TPO) gene mutation.

Although hypothyroidism is the most frequent endocrinopathy in dogs (FERGUSON,
1994), its definitive diagnosis remains a challenge for veterinary clinicians due to its myriad
clinical presentations (CHASTAIN and PANCIERA, 1995). Furthermore, numerous factors,
such as breed and gender, may act in tandem to affect blood biochemistry in general and
endocrine parameters in particular (DIXON, 2004). Thyroid hormone concentrations may
differ significantly among breeds (GAUGHAN and BRUYETTE, 2001; PANAKOVA et al.,
2008; SHIEL et al., 2010; HEGSTAD-DAVIES et al., 2015). As a result of these breed
differences, the thyroid function of healthy dogs can be misdiagnosed (HEGSTAD-DAVIES
etal., 2015).

Hyperlipidemia is a common feature of many endocrinopathies, such as hypothyroidism.
Therefore, a lipid profile is a relevant tool for diagnosing this pathology (JOHNSON, 2005;
FELDMAN and NELSON, 2007). Synthesis, mobilization, and degradation of lipids are

stimulated by thyroid hormones (DIXON, 2004). Hypothyroidism,
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therefore, decreases the lipid metabolism, which translates into hypertriglyceridemia and
hypercholesterolemia (PANCIERA, 1994) in 88% and 78% of dogs with hypothyroidism,
respectively (DIXON et al., 1999). As for thyroid hormones, factors such as gender and breed
can affect lipid metabolism in canines (PASQUINI et al., 2008; SHEERER et al., 2013).

To the best of our knowledge, there have been no reports in the literature of Bulldog (French
and English) variations in hormones and metabolites used for diagnosing hypothyroidism in
these breeds. If these variations are present, they have not been considered when establishing
international cut-off values for the hormones used in the diagnosis of canine hypothyroidism
(DIXON and MOONEY, 1999). It is possible that hypothyroidism could be, primarily in its
early stages, a misdiagnosed pathology (subclinical hypothyroidism) (CASTILLO, 2011)
perpetuating the signs of thyroid hormone deficiency over time (PANCIERA et al., 2012). The
aim of this study was to contribute to the knowledge of the endocrine-metabolic thyroid status
in healthy Bulldogs (French and English), and determine whether there were differences in the
concentrations of serum hormones used for the diagnosis of canine hypothyroidism (TT4, FT4,
and TSH). We also sought to study cholesterol and triglyceride levels as a function of breed and
gender.

Materials and methods

The experimental design of our study was approved by the Honorary Commission of
Animal Experimentation of the University of the Republic, Uruguay. The sample population
comprised 67 clinically healthy, privately owned dogs that ranged in age from 1-9 years.
Twenty of these animals were English Bulldogs of both sexes (9 males and 11 females, all
intact), and 17 were French Bulldogs of both sexes (6 males and 11 females, all intact). Two
sub-populations of adult dogs were used as a control group: German Shepherds (7 males and 8
females, all intact) and mongrel canines (8 males and 7 females, all intact). The inclusion
criteria included the absence of any clinical signs at the time of blood collection and no history
of disease or use of drugs that could affect serum levels of thyroid hormones, TSH, cholesterol
or triglycerides 3 months prior to participation. Pregnant or lactating females were not included.
Blood samples were collected at private veterinary clinics, after a fast of at least eight hours, by
venipuncture from the cephalic vein in tubes with no anticoagulant that were properly labeled
and centrifuged at 3000 rpm for 15 minutes. The obtained sera were preserved at -20 °C until
further analysis.

Hormone and biochemical analyses were performed at the Laboratory of Endocrinology and
Animal Metabolism, Faculty of Veterinary Medicine, University of the Republic of Uruguay.
Serum concentrations of TT4, FT4, and TSH were determined using a solid-phase competitive
chemiluminescent enzyme immunoassay (IMMULITE
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1000) and commercial test kits (Siemens, Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA,
USA). The sensitivity of the TT4 assay was 1.54 nmol/L; the intra-assay coefficients of
variation for the first canine thyroid commercial control (11.58 nmol/dL) and second canine
thyroid commercial control (23.17 nmol/L) (Siemens, Diagnostic Product Corporation) were
2.4% and 5.9%, respectively. The inter-assay coefficients of variation were 6.4% and 3.5%,
respectively. The sensitivity of the FT4 assay was 1.67 pmol/L; the intra-assay coefficients for
the first commercial control (14.16 pmol/L) and second commercial control (34.75 pmol/L)
(Lypochek Immunoassay Plus Control Kit, Bio-Rad, CA, USA) were 2.5% and 3.7%,
respectively. The interassay coefficients were 4.7% and 7.6%, respectively. The sensitivity of
the TSH assay was 2.83 mIU/L; the intra-assay coefficients of variation for the first canine
thyroid commercial control (14.36 mIU/L) and second canine thyroid commercial control
(112.61 mIU/L) were 2.1% and 1.7%, respectively. The inter-assay coefficients were 2.9% and
4.7%, respectively (Siemens, Diagnostic Product Corporation).

The intracoefficients of variation for the cholesterol commercial controls 1 (3.55 mmol/L)
and Il (6.13 mmol/L) (Biosystems, Barcelona, Spain; Biochemistry Control Serum | and II)
were 2.2% and 1.6%, respectively. The inter-assay coefficients were 3.0% and 3.4%,
respectively. The intracoefficients of variation for the triglyceride commercial controls 1 (0.65
mmol/L) and 11 (2.32 mmol/L) (Biosystems, Biochemistry Control Serum | and 1), were 2.5%
and 1.7%, respectively. The inter-assay coefficients were 4.0% and 3.6%, respectively.

Total cholesterol, triglycerides, TT4, FT4, and TSH concentrations were analyzed using a
mixed procedure (PROC MIXED Statistical Analysis System, SAS). We included breed,
gender, and their interactions as fixed effects in the model. The age variable was included as a
covariate in the model. A natural log-transformation was applied to the TSH and triglycerides
concentrations to obtain a normal distribution for the analyses. The data were then back-
transformed in order to present the results. P valuesless than 0.05 were considered to be
statistically significant, and P values between 0.05 and 0.10 were considered to indicate a trend.

Results

The effects of breed and gender on the concentrations of the different hormones and

metabolites determined in this study are summarized in Tables 1 and 2, respectively. Serum
levels of the variables studied in these breeds were within the international reference ranges for
the general canine population (DIXON and MOONEY, 1999).
Mean serum concentrations of TT4 and FT4 varied significantly among breeds (P = 0.0012 and
P =0.0001, respectively). English and French Bulldog breeds did not differ in concentrations of
serum TT4 and FT4. While English Bulldogs had higher serum TT4 concentrations compared
with German Shepherds (P = 0.0003) and mongrels (P = 0.0016), French Bulldogs only
presented higher concentrations of TT4 than German Shepherds (P = 0.0469; Fig. 1A). English
Bulldogs had significantly higher serum FT4 concentrations than German Shepherds (P =
0.0001) and mongrels (P = 0.0039).
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Likewise, French Bulldogs had significantly higher serum FT4 concentrations than German
Shepherds (P = 0.001) and mongrels (P = 0.0431; Fig. 1B). Among the control groups, no
differences were found in the serum concentrations of TT4 and FT4. The mean serum
concentration of TT4 did not differ as a function of gender. However, the FT4 concentration
was significantly higher in females than in males (P = 0.0309; Fig. 2).

Table 1. Serum concentrations of TT4, FT4, TSH, cholesterol and triglycerides in clinically
healthy dogs of different breed groups with their significance levels (P values)

English French German

Variable Bulldog Bulldog | Shepherd | mongrel P
+ + + +

TT4 (nmol/L) [32.69 1.67(28.70 1.93[23.30 1.80|24.45 1.80| 0.0012**
+ + + +

FT4 (pmol/L) |119.44 0.64]18.53 0.77(14.67 0.77 [16.22 0.77] <0.0001**
+ + + +

TSH (mIU/L) | 8.89 0.75( 8.22 1.86|10.19 1.86| 8.89 1.86| 0.6240

CHOL + + + +

(mmol/L) 528 0.25|5.20 0.29] 5.04 0.32] 5.96 0.29( 0.1441
+ + +

TG (mmol/L) | 0.87 0.10( 0.91 0.11| 0.77 0.12] 0.67+0.11| 0.4327

Values are expressed as means + standard deviation (SD). TT4: total thyroxine; FT4: free
thyroxine; TSH:
thyroid stimulating hormone; CHOL.: cholesterol; TG: triglycerides. ** P<0.01.

Table 2. Serum concentrations of TT4, FT4, TSH, cholesterol and triglycerides in clinically
healthy dogs (n = 67) of different genders with their significance levels (P values)

Variable Female Male P

TT4 (nmol/L) 27.93+1.16 26.64 1.23 0.4703
FT4 (pmol/L) 18.02+ 0.51 16.35 O.SJEr 0.0309*
TSH (mIU/L) 8.89+ 0.75 9.55 0.7§ 0.8455
CHOL (mmol/L) 5.64+ 0.19 5.10 0.215 0.0701
TG (mmol/L) 0.81+0.07 0.79 O.OJ?S 0.8642

Values are expressed as means + standard deviation (SD). TT4: total thyroxine; FT4: free
thyroxine; TSH:
thyroid stimulating hormone; CHOL.: cholesterol; TG: triglycerides. * P<0.05.

Regarding serum TSH concentrations, no significant differences were found as a function of
breed or gender.
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Fig. 1A: Serum Total Thyroxine (TT4) (nmol/L) concentration according to breed. 1B: Serum
Free Thyroxine (FT4) (pmol/L) concentration according to breed. P<0.05. The asterisks
indicate differences in the same graph. * P<0.05, ** P<0.01.
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Fig. 2. Serum Free Thyroxine (FT4) (pmol/L) concentration according to gender. The
asterisks indicate differences within the same graph. * P<0.05, ** P<0.01.

No differences were found between breeds or genders in terms of serum cholesterol or
triglycerides concentrations. We accordingly concluded that there are no significant
interactions between breed or gender and the concentrations of the hormones and metabolites

we studied.
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Discussion

Like most purebred dogs, Bulldogs undergo purposeful breeding; any effect on
reproduction has considerable clinical importance. Since it has been reported that
hypothyroidism causes reversible reproductive abnormalities in dogs (PANCIERA et al.,
2012) and these breeds face many reproductive difficulties (WYDOOGHE et al., 2013), a
correct diagnosis of hypothyroidism is essential. Furthermore, levels of metabolites and
hormones used for the diagnosis of hypothyroidism may vary due to factors such as breed
(SHIEL et al., 2007; PANAKOVA et al., 2008; HEGSTAD-DAVIES et al., 2015) and gender
(REIMERS et al., 1984; SHIEL et al., 2010; HEGSTAD-DAVIES et al., 2015). As a result,
reliable reference values with which to compare the results of an individual test are needed.
Even so, we did not find previous research that examined the effects of breed and gender on
the serum concentrations of these hormones in healthy French and English Bulldogs.

We observed an effect of breed on the serum concentrations of TT4 and FT4: higher levels
of both hormones were noted in English and French Bulldogs. Although we did not find other
studies that contradicted our results, previous canine studies have reported a strong effect of
breed on serum concentrations. Consistent with our results, HEGSTAD-DAVIES et al. (2015)
found that mean TT4 and FT4 values differed significantly among breeds; Samoyed, Siberian
Husky, and Keeshond breeds exhibited the highest mean values. On the other hand,
Greyhounds, Sloughis, Alaskan sled dogs, and Scottish Deerhounds exhibited TT4 and FT4
serum concentrations below the internationally established reference range for the canine
population (GAUGHAN and BRUYETTE, 2001; LEE et al., 2004; SHIEL et al., 2007,
PANAKOVA et al., 2008). Scottish Deerhounds were only measured for TT4 (SHEERER et
al., 2013). In contrast, VAN GEFFEN et al. (2006) observed significant variations only in
serum TT4 levels of healthy Whippets, which were lower than those of control groups of
different breeds. Although the mechanisms for breed-specific differences in these hormones
are not known, it is possible that regulatory processes, such as thyroid hormone receptor
function and affinity, may contribute to breed differences (HEGSTAD-DAVIES et al., 2015).
In Beagles euthyroid lean dogs had lower TT4 values than obese dogs (DAMINET et al.,
2003). Moreover, Greyhounds, a lean breed, have TT4 and FT4 serum concentrations below
the internationally established reference range for the canine population (GAUGHAN and
BRUYETTE, 2001). These data are concordant with our results: Bulldogs, an overweight
breed (CORBEE, 2013), had higher TT4 and FT4 serum concentrations than the control
groups. In the evolution of other species, a compensatory equilibrium has been reported in
which high circulating hormone concentrations compensate for decreased hormone tissue
sensitivity (i.e., low receptor concentration) (CHROUSOS et al., 1982; YOUNG et al., 1995).
Therefore, it can be proposed that the higher thyroid hormone levels in healthy Bulldogs could
be a compensatory response to hypothyroid tissues, resulting in naturally occurring excess
weight.
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compensatory response to hypothyroid tissues, resulting in naturally occurring excess weight.

There are some contradictory findings regarding serum TSH levels. Some authors did not
report breed differences (GAUGHAN and BRUYETTE, 2001; VAN GEFFEN et al., 2006;
SHIEL et al., 2007; SEAVERS et al., 2008), and others found a higher concentration of TSH
in Collies, Samoyeds and Keeshonds compared with the general canine reference ranges
(HEGSTAD-DAVIES et al., 2015). However, there was no potential feedback effect of high
TSH euthyroid levels on TT4 or FT4 concentrations, as it has been reported for the Sloughi
breed (PANAKOVA et al., 2008).

We noted that breed did not have an effect on serum cholesterol or triglyceride
concentrations, as has been previously reported (BARRIE et al., 1993; DOWNS et al., 1993;
SEAVERS et al., 2008). In addition, USUI et al. (2015), in a recent study that included French
Bulldogs and other dog breeds, found no breed association between triglyceride
concentrations. The highest cholesterol concentrations were found in Miniature Schnauzers, a
canine breed already known for its innate hyperlipidemia (WHITNEY et al., 1993). Our
results are consistent with those of USUI et al. (2015): higher lipid concentrations are
relatively uncommon in healthy canines and are typically associated with specific breeds.

We found that serum FT4 concentrations were higher in female dogs than male dogs.
However, serum concentrations of TT4 and TSH did not differ between the sexes. These
findings are consistent with those reported by HEGSTAD-DAVIES et al. (2015). These
authors found higher levels of serum TT4 and FT4 concentrations - but not TSH - in females.
Similar results have been observed in the Saluki breed - females had higher TT4 and FT4
levels than males (SHIEL et al., 2010). In contrast, other authors did not find gender
differences (BENAVIDES and OSORIO, 2009; PATKAR et al., 2014; MOSALLANEJAD et
al., 2015; OSORIO and SUAREZ, 2016). However, these studies did not include possible
sources of variations in thyroid hormone concentrations, such as breed and age.

No differences were found between either cholesterol or triglyceride concentrations and
gender, as was reported previously (DOWNS et al., 1993; COPPO et al., 2003; OSORIO,
2006; OSORIO, 2009). However, several studies have shown that serum cholesterol and
triglyceride concentrations were significantly higher in females than in males (PASQUINI et
al., 2008; PESSINA et al., 2009; 2010; 2014). These discrepancies may be attributable to
different factors influencing lipid metabolism, such as lifestyle and diet (DOWNS et al., 1993;
PASQUINI et al., 2008) as well as the method of analysis of the respective studies (OSORIO,
2009).

In conclusion, concentrations of TT4 and FT4 were higher in French and English Bulldog

breeds. Only serum FT4 levels varied with gender (i.e., higher in females).
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Although the serum levels of all the variables studied were within the wide international
reference ranges for the general canine population, these findings should be taken into account
when analyzing thyroid status in the breeds noted above.
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SazZetak

Ovim radom istrazeno je utjecu li pasmina i spol na koncentracije hormona i metabolita u
serumu koji sluzi za procjenu funkcije $titnjace u pasa pasmine buldog. Ukljuc¢eno je ukupno
Sezdeset 1 sedam odraslih zdravih pasa oba spola, medu kojima je bilo 20 engleskih buldoga,
17 francuskih buldoga, 15 njemackih ov¢ara i 15 krizanaca. Ukupni tiroksin (TT4), slobodni
tiroksin (FT4) 1 hormon koji stimulira Stitnjacu (TSH) odredeni su pomoc¢u kompetitivne
enzimske kemiluminoscentne imunoanalize. Koncentracije kolesterola 1 triglicerida
analizirane su spektrofotometrijom. Koncentracije TT4, FT4, TSH, kolesterola i triglicerida u
serumu za francuske i engleske buldoge bile su unutar medunarodnih referentnih raspona za
populaciju pasa. Pasmina je imala signifikantan u¢inak na razinu TT4 (p = 0,0012) 1 FT4 (p<
0,0001) u serumu, pri cemu su engleski i francuski buldozi imali ve¢e koncentracije TT4 1 FT4
u serumu nego njemacki ovcari i krizanci. Spol je imao signifikantan utjecaj samo na razinu
FT4 u serumu, pri ¢emu je ta razina bila visa kod Zenki (p
5. 0,0309). Kolesterol, trigliceridi i koncentracije TSH seruma nisu se razlikovali ovisno
o pasmini ili spolu. Zdravi francuski i engleski buldozi uklju€eni u ovo istrazivanje su, u
usporedbi s njemackim ovcarima i krizancima, imali ve¢e koncentracije TT4 1 FT4 u serumu.
Takoder, koncentracija FT4 u serumu bila je visa kod Zenki.
Kljuéne rijeci: buldog; hormoni §titnjace; pas; hipotireoza; kolesterol; trigliceridi
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12. ANEXO I

Cuestionario

Este cuestionario es realizado para el uso académico exclusivo de la tesis de Maestria

en salud animal de la Dra. Matilde Canedo, a desarrollarse en el
Laboratorio de Endocrinologia y Metabolismo Animal, Facultad de
Veterinaria, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay

Datos generales del propietario:

Nombre y Apellido:
Teléfono:

Datos del canino:

Nombre:

Veterinaria y numero de socio:

Raza:

Sexo:

Fecha de nacimiento:

Peso:

Estado corporal:

Castrado/Intacto

Fecha de ultimo celo (si corresponde)
Fecha de castracion (si corresponde)
Historia de Gestacion (si corresponde)
Historia de enfermedad tiroidea:

¢ Ha sido medicado dentro de los ultimos 3 meses previos a la toma de muestra
(excluyendo antiparasitarios)?

Si la respuesta es si, marque cual:
Antiinflamatorios (AINES)

Corticoides

Trimetroprim sulfa

Anticonvulsivantes

Anticonceptivos

Otro (¢ cuando?)
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¢ El animal ha cumplido con las 8 horas de ayuno (con acceso a agua)? SI NO
¢, Concurrio a consulta veterinaria por problemas de piel ultimamente? (ej.:
comezon, pérdida de pelo), ¢, cuando?

99



13. ANEXO I

Criterios de inclusion

Perros machos y hembras intactos, con edades comprendidas entre 3 meses y 10 afos.
Ayuno de 8 horas.

Realizacion del cuestionario por parte del duefio (Ver ANEXO Il) y aprobacion del
mismo.

Perros que se consideraron clinicamente sanos en funcion de su historia clinica,
anamnesis y examen fisico.

Ausencia de administracion de farmacos que afecten los niveles séricos de
hormonas tiroideas, TSH, colesterol y triglicéridos (incluyendo glucocorticoides,
AINES, anticonvulsivantes, sulfonamidas u otros) en los ultimos 3 meses previos a la
toma de muestra.

Criterios de exclusion

Animales menores a 3 meses o mayores a 10 afios

Hembras prenadas, en lactacion, o que estén recibiendo farmacos anticonceptivos
Animales con examen fisico con anormalidades y/o manifestacion de enfermedad o
con enfermedades identificadas a través de la anamnesis o historia clinica.

Animales cuyos propietarios no hayan completado el cuestionario (Ver Anexo ...) o
que el mismo no haya sido aprobado

Animal al que se le haya administrado cualquier farmaco en los ultimos 3 meses
previos a la toma de muestra.

Animales de razas que se conoce tienen niveles de hormonas tiroideas que se
encuentran alejados del rango internacional: Greyhound (Gaughan y Bruyette., 2001),
Scottish Deerhound (Sheerer y col., 2013), Basenji (Seavers y col., 2008), perros de
trineo de Alaska (Lee y col., 2004) y Whippets (Van Geffen y col., 2006); y sus cruzas.
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