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RESUMO

As concentragBes séricas de hormonios tireoidianos obtidos por radioimunoensaio (RIA) e
guimioluminescéncia (CLIA) foram comparadas usando 33 exemplares de arara-vermelha (Ara
chloropterus), de ambos o0s sexos [machos (n=20) e fémeas (n=13)], mantidas em cativeiro. Houve
interacdo entre sexo e método somente sobre os valores de T3 livre. As concentra¢fes de T3 livre nos
machos foram maiores com o método RIA do que CLIA, enquanto nenhuma diferenca foi encontrada
entre os métodos nas fémeas. Observou-se maiores concentragdes de T3 livre nas fémeas do que nos
machos. O método influenciou as concentragdes de T4 livre e TSH, que foram mais altas utilizando
método RIA do que CLIA. As concentracbes médias de T4 total, T4 livre, T3 total e T3 livre, pelos
métodos de CLIA e RIA, respectivamente, foram: 6,36 e 6,19 nmol/l; 8,25 e 8,82 pmol/l; 5,11 e 5,08
pmol/l; e 1,59 e 1,56 nmol/l. As quantifica¢cdes de um mesmo hormadnio tireoidiano medidas pelos dois
métodos foram mais parecidas para T3 livre (r=+0,80) e T4 livre (r=+0,65) e menos parecidas para T3
total (r=+0,38) e TSH (r=-0,35). Através dessas associacdes, foi possivel encontrar equacBes para
predizer concentra¢fes de hormonios tireoidianos no método RIA usando valores obtidos pelo método
CLIA. Os resultados demonstraram que para T4 livre, T3 livre e T3 total 0 método CLIA é uma
alternativa aplicavel. O método CLIA para T4 total e os dois métodos para 0 TSH demonstraram ndo
serem apropriados para a espécie em estudo.

Palavras-chave: psitacideos, hormdnios da tireoide, imunoquimioluminescéncia.

Texto formatado de acordo com as normas de publicagio da revista Zoo Biology.



ABSTRACT

The serum concentrations of thyroid hormones obtained by radioimmunoassay (RIA) and
chemiluminescence (CLIA) methods were compared using 33 specimens of macaw (Ara chloropterus)
of both sexes [males (n = 20) and females (n = 13)] kept in captivity. There was interaction between sex
and method only on free T3 values. Concentrations of free T3 in males were higher with RIA method
than CLIA, while no differences were found in females. Higher concentrations of free T3 were observed
in females than males using CLIA method, but not using RIA method. The method influenced
concentrations of free T4 and TSH, which were higher using RIA method than CLIA. The mean
concentrations of total T4, free T4, free T3 and total T3, by CLIA and RIA were, respectively: 6.36 and
6.19nmol/l; 8.25 and 8.82pmol/l; 5.11 and 5.08pmol/l; and 1.59 and 1.56nmol/l. Quantifications of the
same thyroid hormone measured by the two methods were more similar for free T3 (r = +0.80) and free
T4 (r = +0.65) and less similar for total T3 (r = +0.38) and TSH (r = -0.35). Through these associations,
it was possible to find equations to predict concentrations of thyroid hormones in the RIA method using
values obtained by the CLIA method. The results demonstrated that for free T4, free T3 and total T3 the
CLIA method would be a reasonable alternative. And, finally, the CLIA method for total T4 and the two
methods for TSH proved not to be appropriate for the species studied.

Keywords: psittacidae, immunochemiluminescence, thyroid hormones.
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1- INTRODUCAO

O Brasil € o pais com a maior diversidade de psitacideos (Galetti, Guimardes Jr. & Marsden,
2002), abrigando seis espécies de araras verdadeiras, dentre elas, a arara-vermelha (Ara chloropterus).
A perda e a alteracdo de habitat, bem como o tréfico de fauna silvestre, colocaram muitas espécies de
psitacideos em risco de extingdo (Murer, Didoné, Freitas & Lovato, 2018). Das 15 espécies do género
Ara, nove estdo na lista vermelha de animais ameagados de extingdo da Unido Internacional para
Conservacao da Natureza (IUCN, 2018) e ha evidéncias do declinio populacional da arara-vermelha
(Birdlife, 2016). Espécies de psitacideos sdo frequentemente mantidas em cativeiro, ndo apenas como
animais de estimacao, mas também em zooldgicos e criatorios conservacionistas. O sucesso da criacdo
dessas aves em cativeiro depende de boas praticas de manejo, controle e tratamento de doengas (Gomes
etal., 2011).

A tireoide é uma glandula enddcrina cuja funcdo é produzir os horménios tiroxina (T4) e
triiodotironina (T3), responsaveis pelo controle da taxa metabodlica basal, além de serem importantes em
varios processos nas aves, como reproducdo, eclosdo e muda de penas (Merryman & Buckles, 1998;
Mcnabb, 2000). A estrutura anatdmica e histoldgica, assim como os mecanismos fisioldgicos de sintese
e liberacdo dos hormonios, da glandula tireoide das aves sdo equivalentes a dos mamiferos (Mcnabb,
2000).

Evidéncias indicam que os psitacideos sdo mais suscetiveis a desenvolver o bécio do que outras
familias de aves (Loukopoulos et al., 2015). Em um estudo sobre a hiperplasia de tireoide em diversas
espécies de aves, as araras obtiveram a maior incidéncia de bécio hiperplasico (Schmidt & Reavill,
2002). Oglesbee (1992) confirmou um caso de hipotireoidismo em araracanga (Ara macao), bem como
ha varios outros casos de suspeita clinica reportados em psitacideos, que associam o hipotireoidismo a
anormalidades de penas em araras (Merryman & Buckles, 1998). Devido a essa susceptibilidade dos
psitacideos as doencas de tireoide, medi¢des da concentragdo sérica dos horménios tireoidianos se

tornam importantes.
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Os testes mais utilizados para a avaliacdo da funcdo tireoidiana sdo aqueles que medem a
concentracdo dos hormonios tireoidianos no soro (Merryman & Buckles, 1998), como por exemplo, 0
radioimunoensaio (RIA) e a quimioluminescéncia (CLIA) (Schachter, Nelson & Scott-Moncrieff, 2004;
Soldin, Soukhova, Janicic, Jonklaas & Soldin, 2005). No entanto, a maioria das técnicas de mensuracao
de hormonios tireoidianos ainda néo foi validada para as aves (Mcnabb, 2007). Apenas um teste de RIA
foi desenvolvido e validado para 0 uso em psitacideos, mas ainda ndo estd disponivel para o uso
comercial (Orosz, Monks & Matos, 2016). Atualmente, o método mais comumente utilizado para
determinar os niveis de T4 e T3 total em aves € o RIA de fase sdlida, desenvolvido para cées (Coat-a-
Count Canine kit, DPC, Los Angeles, CA), e que possui um limite minimo de deteccéo relativamente
alto para detectar as baixas concentragdes encontradas nas amostras de aves (Orosz et al., 2016), apesar
de ainda ndo ter sido validado para este grupo de aves (Greenacre & Jaques, 2011). O teste mais acurado
para a mensuracdo dos hormonios tireoidianos livres é espectrometria de massa, porém, ele é raramente
utilizado em aves devido a sua complexidade (Orosz et al., 2016). No caso do TSH avidrio, ndo existem
anticorpos especificos para aves e, por essa razdo, sdo utilizados testes RIA humanos (Mcnabb, 2007).

Devido ao RIA utilizar produtos radioativos, desenvolveram-se métodos alternativos
(Kemppainen & Birchfield, 2006), como o método CLIA, que é amplamente utilizado em humanos, por
ser simples, réapido, ter boa sensibilidade, longa vida Gtil e ampla aplicabilidade, sem gerar residuos
radioativos e efeitos toxicos dos reagentes (Lemos et al., 2015; Shamsian, Ghazvini, Sokhtanloo,
Moghaddam, & Vakili, 2016; Dudley, 2016). Este método foi validado com boa sensibilidade para a
dosagem de alguns dos horménios tireoidianos em cdes, gatos e equinos (Singh, Jiang, White, &
Spassova, 1997) e, desde entdo, se enquadra como um potencial substituto para o RIA (Solter & Farner,
2000, Vieira et al., 2010). Apesar de suas vantagens, o0 método CLIA ainda nao foi validado para
mensuracdo de hormonios tireoidianos em aves (Vieira et al., 2018).

Neste estudo, buscou-se associacdes entre os métodos de RIA e da CLIA na mensuracao de T4
total, T4 livre, T3 total, T3 livre e TSH em ambos o0s sexos de arara-vermelha (Ara chloropterus) e

determinou-se intervalos de referéncia para estes hormonios na espécie estudada.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - ANIMAIS E COLETA DO SORO

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal da Universidade de Brasilia
(protocolo n° 72/2017). Foram utilizadas 33 araras de cativeiro da espécie Ara chloropterus (arara-
vermelha), 20 machos e 13 fémeas, previamente sexadas pela técnica de biologia molecular, adultas,
com diferentes idades e clinicamente saudaveis, condicdo estabelecida através da realizacdo de exames
fisicos (Doneley, Harrison & Lightfoot, 2006) e hematoldgicos (Vieira et al., 2018).

Do grupo selecionado, oito aves eram mantidas no Criadouro de Animais Silvestres da Itaipu
Binacional, 22 no Parque das Aves, e trés no Zoologico Municipal Bosque Guarani Todas as instituicdes
estavam localizadas no municipio de Foz do Iguacu, Parana, Brasil. As aves viviam em recintos
coletivos, com &gua ad libitum e eram alimentadas com racdo, frutas frescas, verduras e legumes
diversos.

Com auxilio dos tratadores, os animais foram contidos fisicamente, para a pesagem e a pungao
de 4 ml de sangue na veia jugular direita. O sangue coletado foi dividido em tubo com anticoagulante
(EDTA), para a realizacdo de hemograma, e em tubo com gel ativador de coagulagdo, para obtencdo de

soro.

2.2 - ANALISE LABORATORIAL

Os tubos, com ambas amostras de sangue, foram enviados ao Laboratério Ambiental da Itaipu
Binacional, para a realizacdo de hemogramas e obtencdo do soro plasmatico (3000 rpm por cinco a dez
minutos). As amostras de soro foram acondicionadas em tubos Eppendorf® de 1,5 ml, congeladas a -20
°C e enviadas ao Laborat6rio Grupo Sdo Camilo (Maringa, Parand, Brasil) para a dosagem sérica de
hormdnios tireoidianos (T4 total, T4 livre, T3 total, T3 livre e TSH). As determinac¢@es quantitativas dos

horménios tireoidianos de cada animal foram realizadas pelos métodos de CLIA e RIA.
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2.3- METODO RIA

Os kits de RIA (Count-a-Count®, Siemens Healthcare Diagnostics, USA) sdo ensaios de fase
solida marcados com 2°|, designados para a dosagem quantitativa dos hormonios tireoidianos em soro
ou plasma. As moléculas de hormdnio marcadas com 12°1 competem por um periodo fixo de tempo com
as moléculas do hormonio da amostra do paciente para os sitios do anticorpo especifico, em presenca
de agentes bloqueadores das proteinas ligadoras dos hormdnios tireoidianos. Ap6s o periodo de
incubacdo, que nestes kits é de 60 minutos a 37°C, os tubos sdo decantados e a concentracdo do
hormdnio é lida durante 1 minuto no leitor de radioatividade Gamma Count (Gamma C-12, Siemens
Healthcare Diagnostics, USA). Para a mensuracdo de T4 total e TSH, foram utilizados kits de uso
veterinario baseados em anticorpos caninos. Por ndo haver kits veterinarios disponiveis para T4 livre,

T3 total e T3 livre, foram utilizados testes elaborados para humanos.

2.4 - METODO CLIA

Para o método de CLIA, utilizou-se kits competitivos de fase sélida Immulite® da Siemens para
leitura do aparelho Immulite 1000 (Siemens Healthcare Diagnostics, USA). O kit é formado por
anticorpos especificos para o hormonio a ser testado e moléculas deste horménio associadas a particulas
paramagnéticas na fase sélida. Quando estes elementos sdo misturados com o horménio da amostra do
paciente, em um ciclo de incubacdo de 30 minutos, juntamente com o0s reagentes e estabilizadores,
ocorre ativacao da reacdo de CLIA. O sistema detecta a quantidade de unidades relativas de luz emitidas
e apresenta os resultados. Para a mensuracdo de T4 total, T4 livre e TSH, usou-se o0s kits de uso
veterinario Immulite 1000 Canine. Por ndo haver kits Immulite veterinarios comercialmente disponiveis

para mensuragdo de T3 total e T3 livre, usou-se os kits Immulite 1000 para humanos.

2.5 - ANALISE ESTATISTICA

A distribuicdo de frequéncia das araras-vermelhas de acordo com sexo (macho e fémea) e
método (RIA e CLIA) foi inicialmente checada. Em seguida, andlises de variancia (ANOVAs) foram

realizadas para as variaveis segundo um delineamento inteiramente casualizado em esquema de parcelas
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subdivididas, no qual o efeito de sexo foi considerado a parcela e o efeito de método foi considerado a
subparcela. Dessa forma, foram incluidos no modelo os efeitos fixos de sexo, método e suas interacoes,
além dos efeitos aleatorios de origem e animal aninhado com sexo, e a covariavel peso. Para considerar
um efeito significativo, foi adotado um nivel de probabilidade de 5% ou menor para o teste F. Uma
andlise descritiva também foi conduzida para conhecer o comportamento de todas as variaveis de acordo
com os resultados das ANOVAs. Por fim, analises de correlacdo de Pearson, para os dados brutos e
residuos, e de regressdo foram realizadas para buscar associag@es entre as variaveis mensuradas pelos
dois métodos.

As anélises de distribuicdo de frequéncia, variancia, descritiva, correlacdo e regressao dos dados
foram conduzidas usando respectivamente os procedimentos FREQ, MIXED, MEANS, CORR e GLM

do software Statistical Analysis System (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA,; versao 9.2).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido ao plasma das 33 araras terem sido analisados por dois métodos diferentes, CLIA e RIA,
0 numero de medicOes totalizou 66 avaliagdes, sendo 26 em fémeas e 40 em machos (Tab. 1).

Tabela 1. Frequéncia absoluta e percentual de araras-vermelhas (Ara chloropterus) de acordo com o
sexo e 0 método usado na determinacdo dos horménios da tireoide.

Método
Sexo CLIA RIA Total
Fémea 13 (19,7%) 13 (19,7%) 26 (39,4%)
Macho 20 (30,3%) 20 (30,3%) 40 (60,6%)
Total 33 (50,0%) 33 (50,0%) 66 (100,0%)

CLIA: método de quimioluminescéncia; RIA: método de radioimunoensaio.

As araras amostradas estavam clinicamente saudaveis, com exames fisicos e escores corporais
normais. As médias de peso e condicao corporal das aves deste estudo (Tab. 2) estdo de acordo com 0s
valores esperados para esta espécie (Carpenter, 2010). A média e o erro padrdo das concentraces dos
hormonios tireoidianos dosados também estdo apresentados na Tab. 2. Houve uma interacdo entre sexo

e metodo (P<0,05), somente entre os valores de T3 livre (Fig. 1). Nenhuma diferenca (P>0,05) para os

13



131  demais hormonios tireoidianos foi encontrada entre os sexos. Por outro lado, o método influenciou

132 (P<0,05) as concentragdes de T4 livre e TSH, que foram mais altas (P<0,05) utilizando o método RIA

133 do que o método CLIA.

134

135  Tabela 2. Efeito de sexo e método sobre as concentracdes dos horménios da tireoide em araras

136 vermelhas (Ara chloropterus).
137
» Sexo (S) Método (M) Fonte de variagéo
Variavel -
Fémea Macho CLIA RIA S M SxM
Peso (kg) 1,28 (0,042) 1,22 (0,034) - - 0,2535 - -
CC (escore) 2,88 (0,091) 2,78 (0,073) - - 0,3540 - -
Ts livre (pmol/l) 5,33 (0,399) 4,86 (0,361) 5,11 (0,346) 5,08 (0,346) 0,1626 0,7954 0,0075
Ts total (nmol/l) 1,59 (0,064) 1,56 (0,051) 1,59 (0,048) 1,56 (0,048) 0,7377 0,5638 0,2208
T4 livre (pmol/I) 8,50 (0,452) 8,57 (0,363) 8,25 (0,318)° 8,82 (0,318)? 0,9117 10,0497 0,5990
T, total (nmol/l) 6,21 (0,225) 6,34 (0,189) 6,36 (0,204) 6,19 (0,204) 0,5778 0,4473 0,5618
TSH (uUl/ml) 0,024 (0,0058) 0,024 (0,0052) 0,017 (0,0054)®> 0,031 (0,0054)? 0,9836 0,0017 0,4879

138  Média de quadrado minimo (erro padrdo). CLIA: método de quimioluminescéncia; RIA: método de
139  radioimunoensaio; CC: condicéo corporal; TSH: hormdnio estimulante da tireoide. **Médias seguidas
140  por letras diferentes entre os métodos diferem a uma probabilidade de 5% pelo teste F.

141
142

A concentragdo de horménios da tireoide no plasma sanguineo das aves depende de varios

143  fatores (Stojevic, Milinkovic-Tur, & Cucica, 2000), como disponibilidade de iodo, composi¢éo da dieta,

144  idade, concentracdo das proteinas plasmaéticas, fotoperiodo, temperatura e condigdo reprodutiva

145  (Mcnabb, 2007; Orosz et al., 2016). Para reduzir a influéncia destes fatores, os animais amostrados

146 consumiram uma dieta semelhante, e as coletas de sangue foram feitas na mesma semana e turno.

147

Detalhando a interacéo entre sexo e método, sobre os valores de T3 livre (Fig. 1), é possivel

148  verificar que as concentracOes deste hormdnio foram maiores nos machos (P<0,05), quando utilizado o

149  método RIA, enquanto que nenhuma diferenca (P>0,05) entre os métodos foi encontrada nas fémeas.

150  Também, observou-se maiores (P<0,05) concentracGes de T3 livre nas fémeas do que nos machos,

151 usando o método CLIA.

152
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Figura 1. Interacdo entre sexo e método (P=0,0075) sobre as concentragdes de Ts livre em araras-
vermelhas (Ara chloropterus). CLIA: método de quimioluminescéncia; RIA: método de
radioimunoensaio; *®Médias seguidas por diferentes letras mindsculas entre os métodos dentro de sexo
diferem a uma probabilidade de 5% pelo teste F. ~#BMédias seguidas por diferentes letras maitsculas
entre 0s sexos dentro de método diferem a uma probabilidade de 5% pelo teste F.

Em aves, diferencas entre os sexos na fungao do eixo-hipotalamico-hipofisério-tireoidiano e nas
concentragdes de T3 livre no sangue ainda ndo foram elucidadas (Vieira et al., 2018). Entretanto,
verificou-se, em ratos, que machos castrados tratados com estrogénio e fémeas néo castradas apresentam
maior densidade de receptores T3 e atividade de desiodase na hipofise do que os machos inteiros,
sugerindo que o estrogénio aumenta o efeito de feedback negativo do hormdnio tireoidiano na secre¢do
de TSH (Donda, Reymond, Ray & Lemarchand-Beraud, 1990). Isso poderia ser uma possivel explicacdo
para os maiores valores de T3 livre nas fémeas do que nos machos, quando utilizado o método CLIA.

Na analise descritiva (Tab. 3), os valores de T3 livre obtidos de fémeas e machos, pelo método
CLIA, variaram de 3,70 a 7,30 pmol/l, sendo essa variacdo maior do que a descrita por Eshratkhah,
Zadeh, Forouzan, Parsa, & Ghalehkandi (2011), que utilizaram 0 mesmo método em galinhas (4,27 a

4,91 pmol/l).

15



174
175

176
177
178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

Tabela 3. Analise descritiva para as concentragdes dos horménios da tireoide em araras-vermelhas (Ara
chloropterus) de acordo com os resultados das analises de variancia.
CcVv

Variavel Sexo Método N Média DP (%) Minimo Maximo
Peso (kg) Ambos - 33 124 0152 123 090 1,60
Condigao Ambos - 33 28 0326 11,6 2,00 350

corporal (escore)
Ts livre (pmol/l) Fémea CLIA 13 5,61 1,079 19,2 3,89 7,30

Fémea RIA 13 5,30 0,897 16,9 3,75 6,16
Macho CLIA 20 4,91 0,834 17,0 3,70 6,65
Macho RIA 20 5,17 0,904 17,5 3,46 7,03
T, total (nmol/l) Ambos  Ambos 66 1,57 0,268 17,1 1,14 2,40
T4 livre (pmol/l) Ambos CLIA 33 8,25 1,889 22,9 4,50 12,21
Ambos RIA 33 8,84 1,649 18,7 5,02 11,97
T, total (nmol/l)  Ambos  Ambos 66 6,36 0,878 13,8 4,25 9,27
TSH (uUI/ml) Ambos CLIA 33 0,014 0,0071 49,7 0,010 0,030
Ambos RIA 33 0,028 0,0243 86,2 0,010 0,120

N: nimero de observacdes; DP: desvio-padrdo; CV: coeficiente de variacdo; CLIA: método de
quimioluminescéncia; RIA: método de radioimunoensaio; TSH: hormonio estimulante da tireoide.

O valor médio obtido de T3 total, para ambos os sexos e métodos, foi de 1,57 nmol/l (Tab. 3),
valor préximo ao encontrado em papagaio-da-hispaniola (Branddo, Beaufrere, & Tully, 2014) e em
galinhas (Stojevic et al., 2000), usando o método RIA, e préximo ao encontrado em galinhas, usando o
método CLIA (Eshratkhah et al., 2011). Além disso, a concentracdo de T3 total teve um coeficiente de
variacdo aceitavel de 17,1% (Tab. 3). Esses resultados aliados a auséncia de diferengas (P>0,05) nas
concentragdes de T3 total entre os métodos (Tab. 2), sugere a recomendagdo do método CLIA para
quantificar esse hormonio, que apresenta vantagens quando comparado com o método RIA, tais como:
praticidade, rapidez e baixo custo, além de ndo gerar residuos radioativos e efeito toxico dos reagentes
(Lemos et al., 2015; Shamsian et al., 2016).

Valores de T4 livre variaram de 0,6 a 7,0 pmol/l em papagaio-de-hispaniola, usando 0 método
de didlise de equilibrio (Brand&o et al., 2014) e, em araras-canindé, variaram de 1,41 a 5,92 pmol/l,pelo
método de CLIA (Vieira et al., 2018). Até o momento, ndo ha trabalhos publicados utilizando o método
de RIA para medir T4 livre em psitacideos, o que dificulta a comparagdo entre os métodos e

compreensdo da interferéncia do método nos resultados.
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A média de T4 total mensurado em ambos 0s sexos, através dos dois métodos, foi de 6,36 nmol/I
(Tab. 3), o qual est& proximo ao encontrado em Ara ararauna (Lothrop, Harrison, Schultz & Utteridge,
1986), em Hispaniolan amazon (Brandao et al., 2014) e em vérias espécies de aves adultas (McNabb,
2000). O método RIA é o mais sensivel para a determinagdo dos niveis de T4 total em aves e tem sido
utilizado desde o final da década de 70 (Mcnabb & Darras, 2015). Todavia, ainda ndo ha teste RIA
comercialmente disponivel para uso em aves.

Pelo método CLIA?, os valores de T4 total estavam abaixo da sensibilidade minima do kit, que
é de 6,4 nmol/l. Por este motivo, os valores de T4 total medidos pelo método CLIA foram retirados da
andlise de correlagdo e regressdo. Estes resultados demonstraram que o método CLIA, realizado com
anticorpos para cées, utilizado neste trabalho, ndo é recomendado para quantificar T4 total em araras.
Vieira et. al (2018) mensurou T4 total em arara-canindé e obteve o intervalo de 3,86 a 32 nmol/I
utilizando um kit CLIA mais sensivel, desenvolvido para uso em humanos, cujo limite minimo de
detecgdo e de 3,9 nmol/l.

Por sua vez, o TSH foi o hormbnio que teve o maior coeficiente de variacdo (Tab. 3).
Provavelmente, isso se deve aos valores quantificados, por ambos os testes utilizados, estarem préximos
do valor minimo detectado pelos kits. A média do TSH, através do método CLIA, foi de 0,014 uUl/ml,
valor bem préximo ao da sensibilidade minima do teste que é de 0,01 uUI/ml. J&, a média do TSH obtida
pelo método RIA foi de 0,028 uUl/ml, valor abaixo do limite inferior detectado pelo teste, que é de 0,03
uUl/ml. Esta constatacdo de que o limite minimo detectavel pelo kit RIA é mais alto do que do kit CLIA
pode explicar o motivo dos resultados obtidos terem sido mais altos utilizando o método RIA(Tab. 2).
O mesmo kit CLIAZ, utilizado neste trabalho, foi comparado com o kit RIA (Coat-a-count Canine TSH)?3
em cées, e os valores de TSH também foram proximos ao da sensibilidade minima (Marca, Loste, Orden,
Gonzélez, & Marsella, 2001).

O TSH néo ¢ facilmente medido em aves, porque ainda ndo foram desenvolvidos anticorpos
especificos para este grupo, sendo este 0 motivo para ndo existirem testes disponiveis para aves. O uso
de testes de RIA com anticorpos para TSH de mamiferos ndo sdo suficientemente sensiveis para medir

alteracdes deste hormdnio no plasma de aves (Mcnabb, 2007). O teste de CLIAZ, utilizado neste trabalho,
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apresentou maior sensibilidade para TSH do que o teste de RIA, uma vez que exibiu um menor
coeficiente de variacdo (Tab. 3). Esses resultados foram semelhantes ao obtido por Vieira et al. (2018),
que dosaram TSH em araras com um kit CLIA usado para humanos. Dessa forma, fica notorio a
necessidade do desenvolvimento de testes para medi¢do de TSH com anticorpos especificos para aves.

Correlac@es entre os residuos das concentrages de um mesmo hormonio tireoidiano medido
pelos dois métodos também foram detectadas (Tab. 4). As quantificacbes pelos dois métodos sdo
semelhantes (P<0,05) para T3 livre (r=+0,80) e T4 livre (r=+0,65), e menos correlatas (P<0,05) para
T3 total (r=+0,38) e TSH (r=—0,35). Usando somente o0 método RIA, uma correlacdo (P<0,05) também
foi observada entre os valores de T3 total e T4 livre (r=—0,46), indicando que os valores elevados de T3
total estdo associados com os valores baixos de T4 livre, sendo o contrario também verdadeiro. A
concentracdo de T4 livre parece ter maior nivel em amostras de aves quando comparadas as de
mamiferos, de forma que o uso de T4 livre para o auxilio no diagnostico de doencas da tireoide em aves
tem sido proposto e investigado (Orosz et al., 2016). Além disso, a globulina ligadora de tiroxina (TBG),
gue carrega cerca de 99,97% da T4 plasmatica em humanos e nos caes, esta ausente nas aves, de forma
que neste grupo, entre 50 e 80% dos horménios séo transportados pela albumina (Kaneko, 2008). Com
isso, os niveis de T4 livre em aves sdo menos afetados pelas concentragbes de proteina e doengas
concomitantes (Scott-Moncrieff, 2010). Com relacdo ao T3 em aves, a afinidade e a capacidade das
proteinas plasmaticas de se unirem ao T3 é muito menor do que ao T4 (Wentworth & Ringer, 1986),
entdo o T3 livre sofre menor influéncia das proteinas carreadoras. A menor interferéncia das proteinas
plasmaticas nas concentracdes séricas dos hormdnios tireoidianos ndo-ligados a proteinas em aves, pode
explicar o melhor desempenho, e, maior correlacdo entre os métodos para T4 livre e T3 livre do que

para T4 total e T3 total.
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245  Tabela 4. Anélise de correlacdo de Pearson para as concentracdes dos horménios da tireoide medidos
246 por métodos distintos em araras-vermelhas (Ara chloropterus).
CLIA RIA
Método/Variavel - - - -
Tslivre Tstotal Taslivie TSH Tslivre Tstotal Taslivre Tstotal TSH
Ts livre 0,21 0,09 -0,02 0,78 010 -001 -013 -0,29
CLIA Ts total 0,14 -0,03 0,08 0,22 0,37 0,09 0,05 -0,16
T4 livre 0,06 -0,01 0,35 0,04 -0,15 064 -019 -0,13
TSH 0,08 -0,03 0,34 -0,09 0,18 035 -0,01 -0,26
Ts livre 0,80 0,18 0,02  -0,04 022 -0,15 -0,24 0,36
T; total 0,18 038 -0,14 0,22 0,24 -0,47 009 -014
RIA T.livie 004 012 065 031 -0,16 0,46 010 -0,01
T, total -0,16 0,04 -0,22 0,02 -0,33 0,04 0,14 -0,09
TSH -030 -0,15 -0,14 -0,35 -0,31 -0,10 -0,04 0,00
247  CLIA: método de quimioluminescéncia; RIA: método de radioimunoensaio; TSH: horménio estimulante da
248 tireoide. Coeficientes de correlagcdo dos dados brutos acima da diagonal e dos residuos abaixo da diagonal.
249 Coeficientes de correlacdo em negrito sdo estatisticamente diferentes de zero (P<0,05).
250
251 Outros trabalhos também compararam os métodos CLIA e RIA na mensuracéo dos horménios da
252  tireoide em soro de cdes e gatos (Kemppainen & Birchfield, 2006). Em ambos os estudos, as correlages
253 entre as concentragc@es de um mesmo hormdnio tireoidiano medido pelos dois métodos também foram
254  significativas e diretamente proporcionais, o que aponta 0 método CLIA como um potencial substituto
255  para o0 método RIA (Vieira et al., 2010). Ja a correlagdo negativa entre T4 livre e T3 total, usando o
256  método RIA, pode estar relacionada com a deiodinacdo de T4 para T3, em que a maior parte dos
257  hormoénios tireoidianos secretada como T4 é revertida em T3 na circulagdo periférica (Klandorf, Sharp,
258 & Duncan, 1978).
259 Uma vez que associagdes entre os dois métodos foram encontradas na quantificacdo de um mesmo
260  horménio tireoidiano (Tab. 4), buscou-se a melhor equacdo (linear ou quadratica) para predizer as
261  concentragdes dos hormonios tireoidianos no método RIA usando valores obtidos pelo método CLIA
262 (Fig. 2), que é de mais fécil aplicacdo. As melhores equagdes para os horménios tireoidianos foram as
263  lineares, porém a equagdo encontrada para TSH ndo é valida (B1=0; P>0,05). Concordando com 0s
264  resultados de correlacdo, os dados melhores ajustados foram T3 livre (R?=0,6093) e T4 livre
265 (R*=0,4038), na qual as equacdes encontradas foram respectivamente Y=1,57+0,70X (Fig. 2A) e
266  Y=4,26+0,56X (Fig. 2C). J4, os menores ajustes dos dados foram observados para T3 total (R?=0,1406)
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e TSH (R?=0,0689), que tiveram respectivamente as seguintes equacgdes: Y=0,94+0,39X (Fig. 2B) e

Y=0,04-0,09X (Fig. 2D).
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Figura 2. Anélise de regressao para as concentracdes de Ts livre (A), Ts total (B), T4 livre (C) e TSH
(D) medidos por métodos distintos em araras-vermelhas (Ara chloropterus). CLIA: método de
quimioluminescéncia; RIA: método de radioimunoensaio; TSH: horménio estimulante da tireoide.

Até 0 momento, ndo ha testes para horménios de tireoide especificos para aves disponiveis
comercialmente. Sabendo que as aves apresentam concentracOes séricas de hormonios da tireoide muito
baixos (Mayer & Donelly, 2013), é importante desenvolver Kits com boa sensibilidade e que detectem,
com preciséo, concentragdes baixas para os horménios em questdo. Quando comparado com o RIA, o
método CLIA aparece como boa opcdo na rotina clinica, por ser um método mais pratico, rapido, barato,
e por ndo gerar residuos radioativos e nem efeito tdxico (Lemos et al., 2015). Além dessas vantagens, o
método CLIA j& foi validado com boa sensibilidade em cées, gatos e equinos (Singh et al., 1997).

Todavia, os valores do intervalo de referéncia devem ser utilizados com cuidado (Orosz et al.,
2016) e serem interpretados juntamente com outros indicadores, como sinais clinicos e outros testes
laboratoriais (Schmidt & Reavill, 2008). Deve-se considerar as variacfes relevantes entre diferentes
espécies e sexos. As dosagens de hormdnios tireoidianos precisam fazer parte da rotina clinica de aves,
pois sdo variaveis fundamentais para um diagndstico preciso. Os resultados deste estudo demonstram
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correlacdo positiva para T4 livre, T3 livre e T3 total entre os Kits utilizados de CLIA e RIA, com
coeficientes de variacdo baixos. Porém, a correlacdo para T3 total entre os dois métodos foi mais baixa
quando comparada com T4 livre e T3 livre. O TSH aviario medido pelos dois métodos e T4 total medido

pelo CLIA demonstraram nao serem apropriados para a espécie em estudo.

L Immulite Canine TSH, Diagnostic Product Corp., Los Angeles, CA.

2 Coat-A-Count TSH, Diagnostic Product Corp., Los Angeles, CA.

3 Coat-A-Count Canine TSH, Diagnostic Product Corp., Los Angeles, CA.

* Coat-A-Count Free T4, Diagnostic Product Corp., Los Angeles, CA.

* Immulite 1000 Canine Free T4, Diagnostic Product Corp., Los Angeles, CA.
¢ Coat-A-Count Canine T4, Diagnostic Product Corp., Los Angeles, CA.

7 Immulite 1000 Canine T4, Diagnostic Product Corp., Los Angeles, CA.

8 Coat-A-Count Free T3, Diagnostic Product Corp., Los Angeles, CA.

° Immulite 1000 Free T3, Diagnostic Product Corp., Los Angeles, CA.

10 Coat-A-Count Canine Total T3, Diagnostic Product Corp., Los Angeles, CA.
1 Immulite 1000 Total T3, Diagnostic Product Corp., Los Angeles, CA.
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