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Resumen: Los intervalos de referencia hormonales varian segin el método de medicién empleado
y elambiente geoquimico donde las poblaciones se desarrollan. Por ende, cada laboratorio debe
contar con intervalos de referencia propios para interpretar adecuadamente sus resultados. El
objetivo de este trabajo fue establecer un intervalo de referencia para T4 total (TT4), T4 libre
(T4L), T3 total (TT3) y cortisol en caninos de Costa Rica mediante el analizador automatizado AlA-
360® de Tosoh Bioscience. Se utilizé suero de 122 caninos clinicamente sanos, seleccionados al
azar, para establecer los intervalos de referencia. Adicionalmente, se midié TT4, T4Ly TT3 en 123
caninos con sintomatologia sospechosa de hipotiroidismo, y se realizé la prueba de supresién con
dexametasona a dosis baja en 12 caninos sospechosos de hiperadrenocorticismo. Las muestras
se procesaron en el equipo AIA-360® luego de realizar las curvas de calibracién respectivas
segun las indicaciones del fabricante. El intervalo de referencia se estableci6 con base en los
percentiles 3 y 97 de los valores de caninos sanos: TT4 11,58 nmol/L - 50,19 nmol/L; T4L 6,18
pmol/L - 41,18 pmol/L; TT3 0,69 nmol/L - 1,64 nmol/L; cortisol 17,38 nmol/L - 174,64 nmol/L.
La concentracién de T4L fue estadisticamente menor (p<0,05) en los caninos sospechosos de
hipotiroidismo. De los caninos sospechosos de hiperadrenocorticismo, 4 escaparon a la supresiéon
y 7 suprimieron a las 4 horas post dexametasona, pero mostraron efecto “rebote” a las 8 horas
posteriores. Actualmente se cuenta con un intervalo de referencia para TT4, TT3, T4l y cortisol
en caninos mediante el uso del equipo AlIA-360®.

Palabras clave: caninos, hormonas, intervalo de referencia, AIA-360®.
Abstract: Hormonal reference intervals vary according the measurement method used and the

geochemical environment where populations develop. Consequently, each lab must have its own
reference intervals in order to interpret results properly. This paper was aimed at establishing a
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reference interval for total T4 (TT4), free T4 (FT4), total T3 (TT3) and cortisol in Costa Rican dogs,
using the Tosoh Bioscience’s AIA-360® automatic analyzer. Blood serum from 122 randomly
selected clinically healthy canines was used to determine reference intervals. Additionally, TT4,
FT4 and TT3 were measured in 123 canines with suspected symptoms of hypothyroidism, and a
low dose dexamethasone suppression test was performed in 12 canines with suspicious signs of
hyperadrenocorticism. Samples were processed in the AIA-360® equipment after calibration
curves were performed following manufacturer’s instructions. The reference interval was estimated
based on the 3 and 97™ percentiles of healthy canines values: TT4 11.58 nmol/L — 50.19 nmol/L;
FT4 6.18 pmol/L — 41.18 pmol/L; TT3 0.69 nmol/L - 1.64 nmol/L; cortisol 17.38 nmol/L — 174.64
nmol/L. FT4 concentration was statistically lower (p<0.05) in canines with suspected symptoms of
hypothyroidism. Four of the canines with suspicious signs of hyperadrenocorticism did not suppress,
while 7 suppressed at 4 hours after dexamethasone, but rebounded at 8 hours. Currently, a reference
interval for TT4, FT4,TT3, and cortisolis available for Costa Rican canines using the AIA-360® analyzer.

Key words: canines, hormones, reference interval, AIA-360®.

INTRODUCCION

La evaluacidn endocrina, mediante mediciones hormonales, haevolucionado rapidamente, tanto
en el tipo de nomenclatura empleado, como en el refinamiento de las técnicas utilizadas y su
sensibilidad (Joshi, 2011; Ramos & Carlos-Raboca, 2012). El paso mas importante, en la historia
de las mediciones hormonales, fue el desarrollo del radioinmunoensayo (RIA) y la produccién
de anticuerpos monoclonales (Wheeler, 2013). El principio del RIA ha sido aplicado a una gran
variedad de sustancias, y el uso de marcaje radioactivo ha sido desplazado, paulatinamente, por
los ensayos colorimétricos, fluorométricos, mediante quimioluminiscencia y espectrometria
(Wheeler, 2013). Los ensayos que utilizan fluorescencia y quimioluminiscencia presentan
multiples ventajas en comparacién con los RIA: (i) reportan mayor sensibilidad entre ensayos
(Ramos-Casals et al., 2003; van Casteren et al., 2000); (i) no generan desechos radioactivos; (iii)
el equipo necesario es sencillo y de menor costo; (iv) poseen intervalos con limites de deteccién
bajos y amplios (Ramirez-Benavides & Osorio, 2009; Wang et al., 2007) y (v) son mas rentables
al emplear reactivos con mayor vida en anaquel (van Casteren et al., 2000).

A pesar de que el principio empleado para las mediciones hormonales sea el mismo en
diferentes laboratorios, el uso de diversos equipos y técnicas genera diferencias en los
valores de referencia reportados para cada especie (Ganswindt et al., 2012). Los factores
como: la edad, el género, la raza y el ambiente (incluyendo altitud y factores geoquimicos)
influyen en las mediciones de diferentes parametros hematolégicos y de quimica clinica en las
poblaciones (Dosoo et al., 2012; Fialkovicova et al., 2012; Walton, 2012). Estas circunstancias
dificultan la uniformidad de los rangos de valores hormonales e imposibilita la extrapolacion,
"a ciegas”, de los datos reportados en la literatura para la interpretacion de los resultados
(Ganswindt et al., 2012). Por esta razon, el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
(por sus siglas en inglés: CLSI), la Federacién Internacional para Quimica Clinica (por sus siglas
en inglés: IFCC) y la Sociedad Americana para Patologia Clinica Veterinaria (por sus siglas en
inglés ASVCP) establecen que los laboratorios deben contar con sus propios intervalos de
referencia (Vassault, 2012; Dosoo et al., 2012; ASCP, 2013; ASVCP, 2005).
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Aunque las mediciones hormonales, mediante fluorescencia y quimioluminiscencia, presenten
mayores ventajas que los RIA, su ejecucién manual implica costos elevados por la elaboracion
repetitiva de curvas de calibracion y el mantenimiento de los equipos. Esto implica que los
laboratorios deben recibir un volumen elevado de muestras para que resulte rentable mantener
elequipoylacompradeinsumos (Higgs et al., 2014). Actualmente, existen pruebas desarrolladas
para humanos en analizadores automatizados con base en quimioluminiscencia y fluorometria
que, ademas de ser mas econdmicos, podrian ser de utilidad en medicina veterinaria, debido a
la buena reaccién cruzada entre hormonas caninas y humanas (Feldman & Nelson, 2007).

Un equipo automatizado, que se encuentra disponible para realizar mediciones hormonales
en humanos, es el AIA-360® (TosohBioscience). En vista de que no existen valores
hormonales de referencia, reportados especificamente para caninos costarricenses, y que
se cuenta con referencias del uso del equipo AIA-360® para mediciones de hormonas en
caninos (Lousiana-State-University, 2011; Vermeulen, 2009; Machida et al., 2008; Higgs et
al., 2014), se uso6 este equipo para establecer un intervalo de referencia para los niveles
hormonales de tiroxina total (TT4), tiroxina libre (T4L), triyodotironina total (TT3) y cortisol
en suero de caninos costarricenses sanos.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de los caninos

Caninos clinicamente sanos

Para la determinacion de los rangos normales, se incluy6 una poblacion de 122 caninos,
(Canis familiaris) clinicamente sanos, seleccionados en forma aleatoria, independientemente
de tamano, raza, edad, sexo, o tipo de alimentacidn.La seleccidn aleatoria se realiz6 con el
fin de contar con datos que representaran condiciones generales para los caninos en el
pais y que, por tanto, pudieran ser utilizados para la evaluacion posterior de la poblacién,
independiente de raza y edad. Los caninos fueron divididos en:4 grupos segin la edad y
3 grupos segln tamano (cuadros 1y 2) para el anélisis de los resultados. El uso de estos
animales en el estudio, se realiz6 con el consentimiento de los propietarios.

Cuadro 1. Distribucién, por edades y sexo, de los caninos clinicamente sanos.

Edad
Sexo 6-11 meses 1-5 anos 5-10 anos >10 anos Total
Macho 6 40 7 1 55
Hembra 3 49 11 3 66
Total 9 89 18 4 122
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Se realiz6, a cada individuo, un examen objetivo general (EOG) y la evaluacién de
microhematocrito. No se incluy6 animales con un hematocrito inferior a 36% ni superior a
47%, tampoco los que mostraron cualquier alteraciéon en el EOG niindividuos muy agresivos.
Ademas, no se incluy6 caninos que recibieran algun tipo de tratamiento, con el fin de evitar
su influencia sobre los valores hormonales.

Cuadro 2. Razas representadas en la poblacion canina muestreada.

Estado
Grupo Raza Sano Hipotiroideo Cushing Total
Afgano - 1 - 1
Boxer 2 1 - 3
Dalmata 1 - - 1
Doberman 1 1 - 2
Dogo Aleman - 1 - 1
3 Fila brasilero - 2 - 2
E Golden Retriever 3 7 - 10
ED Gran Danés 1 - - 1
e Husky 2 3 - 5
Labrador Retriver 9 13 1 23
Malamute - 1 1
Pastor Aleman 2 7 - 9
Rottweiler 1 - 1 2
Weimaraner - 1 - 1
Bull Dog 3 3 - 6
o Cocker Spaniel 4 10 2 16
g Schnauzer 2 12 2 16
g Sharpei - 1 - 1
N SRD*/ mestizo 2 20 1 81
« Stanford 1 1 -
Terrier 3 2 -
Beagle 2 6 -
Chihuahua 2 3 - 5
m Dachshund 8 7 - 15
'é Maltés 1 1 - 2
g Pinscher 5 2 1 8
E Pomeranian - 1 - 1
= Poodle 6 14 2 22
Pug - 1 - 1
Yorky 1 1 2

* sin raza definida
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Caninos sospechosos de hipotiroidismo e hiperadrenocorticismo

Posterior a la obtencion de los rangos normales, se realizé medicién de TT4, T4Ly TT3 en
123 caninos (cuadros 2 y 3) con sintomatologia clinica indicativa de hipotiroidismo, por
ejemplo, obesidad o sobrepeso a pesar de mantener una dieta restringida y actividad fisica,
depresion, alopecia simétrica bilateral, dermatitis y/o piel engrosada (Dixon, 2012)

Asimismo, se realiz6 la prueba de supresion con dexametasona a dosis baja (0.015 mg/Kg)
en 12 caninos (cuadros 2 y 3) sospechosos de hiperadrenocorticismo (sindrome de Cushing),
dado que presentaban los siguientes signos: obesidad centripeta, abdomen pendulante,
alopecia simétrica bilateral, dermatitis y/o piel delgada (Herrtage, 2012).

Cuadro 3. Distribucion por edades y sexo de los caninos sospechosos de sindrome de Cushing o
hipotiroidismo.

Posible Edad
endocrinopatia Sexo 6-11 meses 1-5 afos 5-10 afos >10 afnos Total
. Macho - 1 1 - 2
Cushing
Hembra - 5 4 1 10
e Macho - 16 23 10 49
Hipotiroidismo
Hembra 1 23 38 12 74
Total 1 39 61 22 123

Toma y manejo de las muestras

Se procurd tomar las muestras temprano, en el lapso de 8 a 10 a.m.; y que los individuos
se encontraran en ayuno de ocho horas como minimo. De cada canino,se tomé una muestra
de 3 a 5mL de sangre, mediante venopuncién en la vena cefalica o yugular, las cuales se
colocaron en tubos estériles, sin anticoagulante.

En los caninos sospechosos de hiperadrenocorticismo, se tomdé una muestra de cortisol
basal; se administré la dosis correspondiente de dexametasona y se tomaron dos muestras
de sangre posteriormente, a las 4y a las 8 horas, a partir de la aplicacion del medicamento,
segln protocolos previamente establecidos (Pessina et al., 2009; Feldman & Nelson, 2007).

La sangre sin anticoagulante permanecid, a temperatura ambiente, un lapso de 20 a 30
minutos con el fin de que ocurriera la coagulacion y retraccion del coagulo. Posteriormente,
las muestras fueron separadas en una centrifuga Thermo Scientific CL2® a 1000 g, durante 5
minutos, se retird el suero, y se colocé en tubos de 1.5 mL. Las muestras de suero se colocaron
a 4°C para su transporte y,seguidamente, se congelaron a-20°C para su analisis posterior.
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Procesamiento de las muestras en el equipo AlA 360®

Los sueros se procesaron durante las siguientes 24 a 48 horas, luego de colectar las muestras.

Las concentraciones séricas de TT4, T4L, TT3 y cortisol en caninos se midieron con copas
comerciales ST AIA PACK T4®, ST AIA PACK FT4®, ST AIA-PACK TT3®y ST AIA-PACK
CORTISOL® marca TosohBioscience. El ensayo, para cada una de las hormonas, se realiz6 en
el equipo de inmunoensayo automatizado AIA-360®, segun las indicaciones del fabricante.
La calibracion, el chequeo diario y los procedimientos de mantenimiento y uso de controles
de diferente concentracién (MultiAnalyte Control-MAC ®, TosohBioscience) se realizaron
conforme con lo descrito en el "Manual del Usuario” provisto por la casa comercial.

Elanalizador AIA 360® se basa en un ensayo competitivo fluorescente por inmunoabsorcion
ligado a enzimas. Este ensayo se realiza, por completo, en copas de muestras de un Ginico uso,
las cuales contienen todos los reactivos necesarios. Las copas incluyen perlas magnéticas
impregnadas con anticuerpos y la hormona marcada con una enzima. La hormona presente,
en la muestra, (suero canino), compite contra la hormona marcada por los sitios de unién
de los anticuerpos presentes en las perlas magnéticas. Posteriormente, las perlas son
lavadas para remover la hormona marcada no unida, se agrega el sustrato fluorogénico
4-metilumbeliferil fosfato (4MUP)y se incuba. La cantidad de enzima que se une a las perlas
es inversamente proporcional a la concentracién de hormona en la muestra.

El primer resultado se obtuvo a los 20 minutos de iniciado el procedimiento, y a partir de
ese tiempo inicial, se obtuvo un resultado por minuto.

De acuerdo conloindicado por el fabricante, el equipo utilizé 25uL de suero para la medicién
de TT3 y 10pL de suero para cada una de las otras mediciones: TT4, T4L y cortisol.

Andlisis estadistico

El analisis de los datos se realizé mediante los programas IBM® SPSS® Statistics version
19 (IBM Company, 2010) e InfoStat/Eversion 2014 (Di Rienzo et al., 2014). A partir de los
datos de la poblacién sana,se calculé la media, la mediana, la desviacion estandar (SD) y
el valor minimo y maximo. Se estimé el intervalo normal para cada hormona mediante los
percentiles P3 y P97 de la poblacion.

La relacion de los valores hormonales, por tamano de los caninos, se analiz6 mediante la
prueba estadistica Kruskal-Wallis.

Lacomparaciondelosresultadosde TT4, T4Ly TT3,entre los caninos sospechosos de hipotiroidismo
y los clinicamente sanos, se realizé mediante la prueba estadistica U Mann-Whitney.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Establecimiento del intervalo de referencia

En el cuadro 4, se muestran los resultados del analisis estadistico realizado a partir de los
valores hormonales obtenidos en la poblacién clinicamente sana. Los rangos establecidos,
para cada hormona, fueron: TT4 11,58 nmol/L a 50,19 nmol/L; T4L 6,18 pmol/L a 41,18
pmol/L; TT3 0,69nmol/L a 1,64 nmol/Ly cortisol 17,38 nmol/L a 174,64 nmol/L.

Cuadro 4. Valores de TT4, T4L, TT3 y cortisol en perros clinicamente sanos determinados mediante
el equipo AIA-360®.

Hormona
Resultado TT4 (nmol/L) T4L (pmol/L) TT3 (nmol/L) CORTS (nmol/L)
Media 26.56 15.26 0.97 54.62
D.E.* 14.76 8.53 0.24 40.21
Minimo 10.3 5.66 0.68 15.45
Maximo 117.12 56.76 1.87 224.03
Mediana 24.45 12.87 0.92 4414
Percentil3 11.58 6.18 0.69 17.38
Percentil97 50.19 41.18 1.64 174.64

* Desviacion estandar
§ Cortisol

Los rangos obtenidos,mediante el uso del equipo AIA-360® en nuestras condiciones, fueron
cercanos a los indicados por autores y centros de referencia respetados en el campo de la
endocrinologia veterinaria (Feldman and Nelson, 2007; Kemppainen & Zerbe, 1989; Paradis
et al,, 2003; Cornell-University, 2012; Higgs et al., 2014).

Las diferencias encontradas, entre los reportes de la literatura, pueden deberse tanto a las
variaciones por el método empleado, como a la heterogeneidad de la poblacién muestreada
(Ganswindt et al., 2012; Fialkovic¢ova et al., 2012). No se realiz6 una comparacién con un
estandar de oro (RIA con anticuerpos especificos contra hormonas caninas), dado que no se
cuenta con tales condiciones en el pais; mientras que la exportacion de las muestras podria
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afectar la estabilidad de los analitos (Waite et al., 1987; Nachreiner & Refsal, 2012) T3 e
inducir sesgo en el analisis del método. Se reconoce la ausencia de comparacién como una
limitante en la confianza de los valores reportados y el analisis de los resultados.

El valor basal de cortisol no es util con fines diagndsticos, puesto que su concentraciéon
varia con el estrés y el momento de la toma. Si se requiere descartar o confirmar
hiperadrenocorticismo, es necesario realizar las mediciones de cortisol de acuerdo con un
protocolo de supresién con dexametasona o estimulacién con corticotropina (ACTH). Segin
la referencia de la mayoria de laboratorios, se espera valores inferiores a 38,63 nmol/L a las
4y a las 8 horas, luego de la administracién del medicamento en individuos sanos (Pessina
et al., 2009; Feldman & Nelson, 2007).

Si bien se han reportado diferencias en los valores hormonales, hallados en caninos de
diferente sexo, razay edad (Gaughan & Bruyette, 2001; Feldman & Nelson, 2007; Fialkovicova
et al., 2012; Ramirez-Benavides & Osorio, 2009), en la poblacién costarricense muestreada
no se hallé diferencias estadisticas significativas (p> 0.05)con respecto al tamaio de la raza
ni al sexo (cuadro 5). No fue factible realizar un analisis basado en la edad de los individuos,
pues no se incluyé un nimero representativo de individuos menores al afio ni mayores a 10
anos. Por tanto, se debe realizar mas estudios dirigidos a determinar las variaciones dentro
de la poblacién costarricense con base en la edad.

Cuadro 5. Resultados por sexo

Hormonas Sexo Medias D.E. Medianas
T4 (nmol/L) Macho 27.87 14.71 24.45
Hembra 25.63 14.85 25.10
Mach 15. .32 12.
T4L (pmol/L) acho 5.97 9.3 87
Hembra 14.83 7.96 13.00
TT3 (nmol/L) Macho 1.03 0.29 0.94
Hembra 0.93 0.19 0.88
Macho 57.33 40.87 45.8
CORT (nmol/L)
Hembra 52.23 39.92 41.8

Analisis de individuos sospechosos de hipotiroidismo

La mayoria de los individuos, con sintomatologia compatible con hipotiroidismo, mostraron
valores inferiores al intervalo de referencia para T4L determinado en este estudio (Cuadro
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6). La comparacion de los valores de T4L en estos caninos vy los clinicamente sanos, resulto
estadisticamente significativa (p<0,05) segln la prueba estadistica de U Mann-Whitney.

Cuadro 6. Valores de TT4, T4L y TT3 en individuos con sintomatologia clinica compatible con
hipotiroidismo.

Mediana

Hormona Sanos Hipotiroideos Rango
TT4 (nmol/L) 24,45 21,88 11,58-50,19
T4L (pmol/L) 12,87 5,02% 6,18 -41,18
TT3 (nmol/L) 0,92 0,87 0,69-1,64

*p <0,05

Las mediciones de hormonas tiroideas pueden verse afectadas por enfermedades
concomitantes de origen no tiroideo (hepatopatias, problemas renales, neoplasias) y por
el uso de medicamentos que modifiquen la funcién del eje hipotalamo-hipéfisis-tiroides,
el metabolismo hormona la sintesis de proteinas de transporte (Graham, 2009; Daminet
& Ferguson, 2003). De ahi la importancia de excluir, de la poblacién muestreada, a los
caninos que se encontraran con algun tipo de medicacién. Asimismo, nuestros resultados
refuerzan la relevancia de evaluar la T4L, la cual es menos afectada por variaciones en las
proteinas de transporte o administracion de ciertos medicamentos; por ende, es mas util en
el diagnoéstico de hipotiroidismo (Graham, 2009).

Puesto que la sintomatologia clinica en las endocrinopatias es diversa, se ha propuesto
implementar las mediciones tiroideas como parte de las pruebas de laboratorio rutinarias
en caninos. Esto podria identificar pacientes hipotiroideos en etapas iniciales y prevenir
complicaciones futuras (Joshi, 2011), lo cual apoya la necesidad de contar con un intervalo
de referencia local para la interpretacion de los resultados.

Anadlisis de individuos sospechosos de hiperadrenocorticismo

Los resultados de las mediciones de cortisol, en los caninos sospechosos de
hiperadrenocorticismo, se muestran en el cuadro 6.
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Cuadro 6. Resultados de la prueba de supresién con dexametasona a dosis baja en doce caninos con
sintomatologia sospechosa de hiperadrenocorticismo.

CORT* basal (nmol/L) CORT 4 horas (nmol/L) CORT 8 horas (nmol/L)
Canino 1 224,58 11,31t 140,98
Canino 2 291,07 14,35t 84,43
Canino 3 212,99 110,64 143,74
Canino 4 131,60 7,73t 42,49
Canino 5 174,64 54,63 16,001
Canino 6 269,00 29,52t 59,87
Canino 7 71,46 297,42 135,19
Canino 8 120,57 136,57 137,67
Canino 9 242,79 309,56 252,45
Canino 10 149,81 17,93 96,01
Canino 11 135,74 10,48t 73,11
Canino 12 237,55 181,54 214,37

* Cortisol
t Resultado 38,63 nmol/L

De los individuos analizados, ocho mostraron supresién con la administraciéon de la
dexametasona, dado que los valores a las 4 horas fueron inferiores a 38,63 nmol/L o
menores al 50% de la medicion basal.

Los caninos 7,8,9y 12 mostraron ausencia de supresion. Esta ausencia puede ser consecuenciade:
neoplasia adrenal, neoplasia hipofisiaria de tipo macroadenoma; afeccién del lobulo intermedio
hipofisiario, o Cushing no ACTH dependiente por causas no tumorales (Feldman & Nelson, 2007).

Varios de los caninos mostraron un “efecto rebote” a las 8 horas (individuos 1, 2, 3, 4,6, 10y 11),
pues el resultado supera el valor anterior. Este comportamiento “rebote” se ha asociado con
macroadenomas hipofisiarios o con carcinomas de corteza adrenal (Feldman & Nelson, 2007).

En el diagnostico de hiperadrenocorticismo toma particular importancia la realizacion de
una ultrasonografia abdominal por un operador calificado, pues la seleccion de pruebas
hormonales dependera del estado de las glandulas adrenales.

Aunque se cuente con pruebas diagnodsticas paraenfermedades endocrinas, lainterpretacion
de cualquier resultado de mediciéon hormonal debe ser parte de una evaluacién integral
del paciente. La valoracion del paciente debe estar compuesta por un analisis riguroso
de la sintomatologia clinica y de otras pruebas de laboratorio que incluyan hematologia 'y
evaluacién de las funciones hepética y renal (Feldman & Nelson, 2007).

Los intervalos establecidos, mediante el equipo AIA-360®, aca reportados son los primeros
valores hormonales determinados para una poblacién canina costarricense. Estos datos
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facilitan la interpretacion de los resultados de mediciones hormonales para el diagnoéstico
de patologias tiroideas y adrenales en caninos. Asimismo, los resultados apoyan que el
equipo AlA-360® puede ser utilizado para la medicién de hormonas tiroideas y cortisol en
caninos, como se ha reportado previamente (Higgs et al., 2014).

CONCLUSIONES

El equipo AIA-360® permite la medicién de TT4, T4L, TT3 y cortisol en caninos. Se reporta,
por primera vez, un intervalo de referencia para estas hormonas, en una poblacion canina
costarricense, que facilita la interpretacion de los resultados de evaluacién hormonal.
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