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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue establecer valores de referencia en las concentraciones
de la hormona estimulante de la tiroides (TSH, del inglés Thyroid-Stimulating Hormone)
y tiroxina (T4) libre, para los pequefios rumiantes menores de 7 meses, analizando la in-
fluencia del sexo sobre las determinaciones. Se obtuvieron muestras de sangre de 48 ovinos
en estado de ayuno (25 machos y 23 hembras menores de 7 meses de edad), las concentra-
ciones de TSH y T4 libre se determinaron mediante inmunoensayo enzimdtico. Los valores
de TSH para las hembras jévenes (pUI/ml) fueron: promedio, minimo, méximo y desvia-
cién estandar de 0,34; 0,0; 0,57; 0,15, respectivamente. Para los machos jévenes fueron:
0,09; 0,0; 0,57; 0,18, respectivamente. El valor p del test F fue 0,147 (p > 0,05), por lo cual
no hay diferencia estadisticamente significativa con una confiabilidad de 95 % para la TSH
en ovinos jovenes con respecto al género. Los valores de T4 libre para las hembras jéve-
nes (ng/dl) fueron: promedio, minimo, maximo y desviacion estdndar de 0,44; 0,13; 0,73;
0,21, respectivamente. Para los machos jovenes fueron: 0,66; 0,31; 1,17; 0,24, respectiva-
mente. El valor de p del test F es 0,04 (p < 0,05), lo cual evidencia diferencia significativa
con una confiabilidad del 95 % para los valores de T4 libre en ovinos jévenes. Se concluye
que el sexo causa variacion en la secrecion de T4 libre en los pequenos rumiantes jovenes.

Palabras clave: hormonas tiroideas, metabolismo, ovinos.
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Concentrations of thyroid-stimulating hormone
and free thyroxine in young sheep

Abstract

This research aimed to establish reference values of thyroid-stimulating hormone (TSH)
and free thyroxine (T4) in small ruminants under seven months old, by analyzing the influ-
ence of gender on determined values. Blood samples were collected from 48 fasting sheep
(25 males and 23 females under 7 months old), and TSH and free T4 levels were determined
using enzyme immunoassay. Average, minimum, maximum, and standard deviation values
for TSH (pUI/ml) in young females were: 0.34; 0.0; 0.57; 0.1, respectively. In young males,
they were: 0.09; 0.0; 0.57; 0.15, respectively. The F-test p-value was 0.147 (p > 0.05), which
indicates that there is no statistically significant difference with a reliability of 95% for TSH
in young sheep with regard to gender. Average, minimum, maximum, and standard deviation
values for free T4 (ng/dL) in young females were: of 0.44; 0.13; 0.73; 0.21, respectively. In
young males, the values were: 0.66; 0.31; 1.17; 0.24, respectively. The F-test p-value was 0.04
(p <0.05), which shows a significant difference with a reliability of 95% for free T4 values
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in young sheep. The study concludes that sex causes variation in the secretion of free T4 in
young small ruminants.

Keywords: thyroid hormones, metabolism, sheep.

Concentragoes de hormonio estimulador da tireoide
e tiroxina livre em ovinos jovens

Resumo

O objetivo de esta investigagao foi estabelecer valores de referéncia nos niveis de horménio
estimulador da tireoide (TSH) e tiroxina (T4) livre, para os pequenos ruminantes meno-
res de sete meses, analisando a influéncia do sexo sobre as determinagdes. Se obtiveram
amostras de sangue de 48 ovinos em estado de jejum (25 machos e 23 fémeas menores de 7
meses de idade), os niveis de TSH e T4 livre se determinaram mediante imunoensaio enzi-
matico. Os valores de TSH para as fémeas jovens (uUI/ml) foram: média, minimo, maximo
e desvio padrao de 0,34; 0,0; 0,57; 0,15, respectivamente. Para os machos jovens foram:
0,09; 0,0; 0,57; 0,15, respectivamente. O valor p do teste F foi 0,147 (p > 0,05), razio pela
qual ndo ha diferenca estatisticamente significativa com uma confiabilidade de 95 % para
a TSH em ovinos jovens com respeito ao género. Os valores de T4 livre para as fémeas jo-
vens (ng/dL) foram: em média, minimo, maximo e desvio padrio de 0,44; 0,13; 0,73; 0,21,
respectivamente. Para os machos jovens foram: 0,66; 0,31; 1,17; 0,24, respectivamente. O
valor de p do teste F é 0,04 (p< 0,05), o que evidencia diferenca significativa com uma
confiabilidade do 95 % para os valores de T4 livre em ovinos jovens. Se conclui que o sexo
causa variac¢do na secre¢ao de T4 livre nos pequenos ruminantes jovens.

Palavras chave: hormonios tire6ideas, metabolismo, ovelhas.

INTRODUCCION

Muchos de los procesos fisiologicos requieren la acti-
vidad normal de la glandula tiroides y sus hormonas ti-
roideas (HT), por ejemplo, el crecimiento, la actividad
reproductiva, el crecimiento de pelo y lana (1). Debido
a lo anterior, y a que son muchas las funciones desem-
penadas por estas hormonas, su sintesis es continua; se
divide en tres etapas fundamentales: acumulacién o fija-
cién del yoduro del plasma, yodacion de la tirosina y pro-
teolisis de la tiroglobulina (2). Las HT principales son: la
tiroxina (T4), triyodotironina (T3), sus fracciones libres
(T4L, T3L), la rT3 y la calcitonina, todas bajo el control
hipotaldmico e hipofisario de lahormonaliberadora de la
tirotropina (TRH) y la hormona estimulantes de la tiroi-
des (TSH, del inglés Thyroid-Stimulating Hormone) (1-3).
La T4 se considera la prohormona, y es deiodada en la

periferia de los tejidos a T3, que es el metabolito mas ac-
tivo (1,2,4-6); mas del 99 % de las HT circulan en sangre
unidas a proteinas (2,7,8).

La actividad metabolica de casi todos los tejidos del cuer-
po se incrementa por las HT, y su mecanismo de accién
se da directamente en el nicleo (1-3). Dichas hormonas
estin implicadas en el metabolismo basal; el metabolis-
mo energético (1,2,8-12); el desarrollo y maduracién del
cerebro (1,4,8); el aumento de la frecuencia cardiaca y la
fuerza de contraccién (2,5,11); la termogénesis y el desa-
rrollo fetal; el crecimiento en asocio con la hormona del
crecimiento (GH, del inglés Growing Hormone) (1,8), y
la insulina y los factores de crecimiento similares a la in-
sulina (IGF, del inglés Insuline-like Growth Factors) (2,8).
El funcionamiento y mantenimiento de la inmunidad pa-
siva también requieren las HT (13). El metabolismo de
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estas se da por inactivacién y conjugacion, principalmen-
te en higado, rifiones y musculo esquelético (2,8,11,14).

MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron muestras de sangre en estado de ayuno de
48 ovinos menores de 7 meses de edad (25 machos y 23
hembras), de las razas rommy march, dorset y sus cru-
ces, criadas en el municipio de Marulanda, Caldas, a una
temperatura promedio de 14 °C, en un sistema pastoril
de ladera y con consumo voluntario de gramineas, prin-
cipalmente kikuyo (Pennisetum clandestinum) y sal mi-
neralizada al 6%. La toma de las muestras de sangre se
realiz6 en las horas de la mafiana mediante venopuncién
en la yugular, luego de un ayuno de 12 h. Se refrigeraron
las muestras mientras se llevaban al laboratorio; luego se
centrifugaron a 3500 r. p. m. en una centrifuga (Thermo
de serie IEC CL31 Multispeed) durante 15 min; poste-
riormente, fue extraido el suero; este se conservé a =30 °C
hasta su anélisis.

Para la determinacion del T4 libre se utiliz6 la prueba de
inmunoensayo enzimatico competitivo (Accubind T,L,
MonobindInc®). Los sueros fueron colocados en contac-
to con una fase solida que contenia anticuerpos contra
la T4 ala cual se le agregé el conjugado compuesto por
T4libre unido a peroxidasa de rdbano (HRP). Luego de
una hora de incubacién a temperatura ambiente, se hizo
un lavado para liberar aquellas moléculas no unidas y se
agrego el substrato formado por una mezcla de tetrametil
bencidina (TMB) y peréxido de hidrégeno disuelto en
buffer de acetato, con una incubacién de 15 min, tiem-
po al cabo del cual se detuvo la reaccién al agregarle una
solucién de 4cido clorhidrico IN. La lectura se hizo en
un equipo lector de micro ELISA (TitertekMultiscan™)
a una absorbancia de 450 nm. Las absorbancias obteni-
das de los estindares se graficaron junto con las concen-
traciones, y de la curva de calibracién se obtuvieron las
concentraciones de T4 libre de las respectivas muestras.

Para la determinacién de las concentraciones de TSH,
se utilizé una prueba de inmunoensayo enzimiético colo-

rimétrico tipo sandwich, utilizada para la cuantificaciéon
del TSH de origen humano (Accubind TSH-Monobin-
dInc®). A una placa de 96 pozos que tenia unidos anti-
cuerpos monoclonales contra la TSH en una interaccién
estreptavidina-biotina se le agregd una alicuota de suero
obtenido de ovinos jévenes, y una alicuota de conjugado
compuesta de un anticuerpo policlonal contrala TSH uni-
do a la peroxidasa de rabano. Se incubé dos horas a tem-
peratura ambiente, tiempo al cabo del cual se lav6 la placa
con una solucién de fosfatos para eliminar todas aquellas
moléculas no unidas, y se agreg6 el substrato formado por
una mezcla de TMB y de perdxido de hidrégeno.

Gracias a la presencia de la enzima en el complejo inmu-
ne previamente formado, se generd oxigeno a partir de
peroxido de hidrégeno, el cual, al actuar sobre la TMB,
gener6 un cambio de color cuya intensidad es proporcio-
nal a la concentracién de la hormona; para detener la re-
accién enzimadtica luego de un periodo de incubacién de
1S min se agrego acido clorhidrico 1IN, y posteriormente
se procedid a hacer la lectura en un fotémetro lector de
micro-ELISA (TitertekMultiscan™) a una longitud de
onda de 450 nm. Los resultados obtenidos de los estin-
dares se graficaron frente a sus concentraciones, lo cual
generd una curva de calibracién en la que se pudieron
obtener las concentraciones de cada uno de los sueros
probados. Los kit para T4 y TSH fueron validados para
su uso en muestras de ovinos, en el laboratorio, utilizan-
do sueros y plasma sanguineo, con lo cual se obtuvieron
buenas curvas de paralelismo. En la validacién se trabajé
con 50 muestras por triplicado en mediciones intradia e
interdia, con lo que se obtuvo un coeficiente de variacion
de 8 y 9%, respectivamente. Los resultados fueron anali-
zados por medio de Anova simple; se obtuvo el clculo
del promedio, la desviacién estindar y el rango, el mini-
mo y el maximo para la cuantificacién de TSH'y T4 libre
en cada uno de los grupos determinados (hembras jéve-
nes frente a machos jévenes). Se evaluaron las diferen-
cias sobre los distintos grupos por medio de un andlisis
de varianza usando el programa Statgraphics Plus 5.1; se
aceptaba diferencia estadisticamente significativa cuan-
do p < 0,05.
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RESULTADOS

La TSH de las ovejas machos menores de 7 meses regis-
traron valores (uUI/ml) de promedio, minimo, maximo
y desviacion esténdar de 0,09; 0,0; 0,57; 0,15, respecti-
vamente, mientras que las ovejas hembras menores de 7
meses registraron valores (pUI/ml) de 0,34; 0,0; 0,57;
0,15, respectivamente. El p valor del test F fue de 0,147
(p 2 0,05), por lo cual no hay diferencia estadisticamente
significativa, con una confiabilidad del 95 % para la TSH
en ovinos jovenes con respecto al género. La T4L de los
ovinos machos menores de 7 meses registré valores (ng/
dl) de promedio, minimo, méximo y desviacién estindar
de 0,66; 0,31; 1,17; 0,24, respectivamente, mientras que
las ovejas hembras menores de 7 meses registran valores
(ng/dl) de 0,44; 0,13; 0,73; 0,21, respectivamente. El p
valor del test F fue de 0,04 (< 0,05), por lo cual hay dife-
rencia estadisticamente significativa, con una confiden-
cia del 95% para la T4L en ovinos jévenes con respecto

ala edad.

DiscusiON

Experimentos realizados en animales han evidenciado
que las variaciones en la secrecién de HT pueden ser
influenciadas por variables como género y edad, ya que
hembras tanto castradas como enteras presentan mayo-
res concentraciones de T4 si se comparan con machos
enteros y castrados. Igualmente, tales estudios demues-
tran que los animales de menor edad presentan con-
centraciones mds altas de T4 que los animales adultos y
viejos (1,8).

La TSH es el regulador mds importante de la HT, y esta
a su vez es regulada por la retroalimentacion negativa de
las HT (2,8,11,15); es por esto por lo que los ajustes para
mantener la cantidad normal de la hormona libre ocu-
rren con rapidez mediante una disminucién de la veloci-
dad del metabolismo o con una estimulacién para que se
produzcan HT a través de la liberacién de TSH y TRH.
Sin embargo, algunos factores que ocurren en las hem-
bras como la prefiez pueden afectar estas concentracio-
nes (2,8,11), pues hacia el final de la gestacién se ve una

disminucidn de las concentraciones de las HT debido a
una competencia por la afinidad de yodo y el metabolis-
mo materno (2,8). Ademas, los estrégenos que aumen-
tan al final de esta etapa incrementan la sintesis de TBG
(delinglés Thyroid Binding Globulin) hepatico, el cual liga
mas T4y T3 del suero, lo que produce una baja transitora
de hormonas libres que a la vez acrecienta la sintesis de
HT (2,8,11). En los ovinos machos adultos, la T4 influ-
ye en la sintesis de testosterona mediante el control de
la hexosemonofosfatasa, que proporciona una fuente de
energia para la esteroidogénesis (3,16). Por otro lado, au-
tores han justificado que los esteroides sexuales como los
estrégenos reducen el catabolismo de TBG, mientras que
los andrégenos inhiben en la zona hepética la sintesis de
TBG y la secrecién de TSH por la pituitaria; por tal mo-
tivo, esto altera las concentraciones de T4 total en la zona
del plasma (2,8).

En cuanto al desarrollo y el crecimiento, las concentra-
ciones de T3 se relacionan con mayor crecimiento en
corderos (13). No obstante, se debe tener en cuenta el
papel que desempena la GH y la insulina en estos proce-
sos para demostrar la verdadera influencia de las HT en
los procesos de crecimiento y engorde (17).

CONCLUSION

El sexo es causa de variaciéon en la secrecién de T4 libre
en los pequenos rumiantes jovenes.
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