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RESUMO

CARVALHO, Renata Ribeiro Novais de. Avaliacdo do Status Funcional da Glandula
Tireoide Comparado com Parametros Hematoldgicos, Bioquimicos, Histologicos e
Moleculares na Pele de Cées da Raca Golden Retriever. 2017. 92f. Tese (Doutorado Em
Medicina Veterinaria, Ciéncias Clinicas). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017).

O hipotireoidismo é uma doenca hiperdiagnosticada em caes devido ao desafio que representa
para 0 médico veterinario. Além de ndo apresentar sinais clinicos especificos, os métodos
diagnosticos disponiveis na rotina clinica sdo falhos. Além desta problematica, novos estudos
vém surgindo evidenciando que os valores de referéncia usuais por espécie sdo ultrapassados
e ndo correspondem a realidade diagnostica. Com objetivo de avaliar os recursos laboratoriais
em conjunto para diagnostico desta endocrinopatia, foram utilizados 21 cées machos da raga
Golden Retriever, variando entre 4 e 12 anos de idade. Todos 0s animais eram suspeitos de
hipotireoidismo por pelo menos um sinal clinico ou laboratorial compativel, segundo a
literatura. Além disso, todos foram avaliados quanto a ingestdo diaria de iodo devido a
possibilidade dos resultados hormonais serem compativeis com o efeito Wolff-Chaikoff. Na
primeira fase do estudo, foram mensurados T4 livre por diélise (T4ld) e o horménio
estimulador da tireoide (TSH). Utilizando os valores normais para a espécie como referéncia,
foi possivel distribuir os animais em dois grupos devido a diferenca estatistica de T4ld
(p=0,023): (1) Eutireoideos (n=13) e (2) Hipotireoideos (n=8). E importante destacar que nao
houve diferenca significativa entre os grupos com relacdo a concentracdo plasmatica de TSH
(p=0,0455). Clinicamente, ndo houve relacdo entre os sinais apresentados com 0s resultados
hormonais. Acerca da ingestdo de iodo, foi possivel perceber que todos os animais estavam
sendo submetidos a dietas com excesso do microelemento, embora estas concentragdes néo
possam ser relacionadas com a variagdo hormonal. A partir de entdo, iniciou-se a segunda
fase do estudo com 12 cdes submetidos ao teste de estimulagdo com TSH recombinante
humano (rhTSH) e bidpsia de pele para histopatologia e PCR em tempo real. Este Gltimo para
determinar a expressdo da desiodase do tipo 2 (D2) e receptor de hormonio tireoidiano do tipo
B (Trp). O teste de estimulagdo com rhTSH revelou diferenga significativa entre a
concentracdo de T4t pré e p6s-TSH em ambos 0s grupos (grupo 1: p<0,05; grupo 2: p<0,001).
Todavia, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos. Os resultados obtidos a partir do
exame histopatoldgico foram inconsistentes tanto para suscitar a doenca como para exclui-la,
sugerindo ser um exame auxiliar falho. Nao obstante, ao avaliar os resultados hormonais
frente a referéncia racial, nota-se que, na realidade, pode-se estar diante de 21 caes
normotireoideos e, portanto, os resultados estatisticamente insignificantes seriam esperados.
Desta forma, € possivel concluir que os valores de referéncia necessitam ser utilizados com
cautela e quanto menos variaveis existir neste quesito, maior a acuracia do diagnostico.

Palavras-chave: Hipotireoidismo, Desiodase, PCR



ABSTRACT

CARVALHO, Renata Ribeiro Novais de. Thyroid Gland Functional Status Evaluation
compared with Hematological, Biochemical, Histological and Molecular Parameters in
the Skin of Golden Retriever Dogs 2017. 92p. Thesis (Doctor Science in Veterinary
Medicine, Clinical Sciences). Veterinary Institute. Federal Rural University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2017).

Canine hypothyroidism is overdiagnosed because it is a real challenge for clinicians. In
addition to not presenting specific clinical signs, the diagnostic methods available in the
clinical routine are flawed. Besides that, new studies have emerged evidencing that the usual
reference values by species are exceeded and do not correspond to the real diagnostic. In
order to evaluate the laboratory tests used to diagnose this endocrinopathy, 21 male Golden
Retriever dogs, ranging from 4 to 12 years of age, were used. All animals showed some
clinical signs suggesting hypothyroidism or laboratory-compatible signal, according to the
literature. Futhermore, all dogs were evaluated for the daily intake of iodine due to the
possibility that the hormonal results are compatible with the Wolff-Chaikoff effect. In the first
phase of the study, free T4 (fT4) and thyroid stimulating hormone (TSH) were measured.
Using the normal values for the species as reference, it was possible to distribute animals in
two groups due to the statistical difference of T4ld (p = 0.023): (1) Euthyroid (n = 13) and (2)
Hypothyroid (n = 8). It is important to note that there was no significant difference between
the groups regarding the plasma TSH concentration (p = 0.0455). Clinically, there was no
relationship between the signs presented with the hormonal results. Regarding iodine intake, it
was possible to observe that all the animals were being submitted to diets with excess
microelement, although these concentrations could not be related to the hormonal variation.
Thereafter, the second phase of the study was started with 12 dogs submitted to the
stimulation test with human recombinant TSH (rhTSH) and skin biopsy for histopathology
and real-time PCR. This was used to determine the expression of type 2 deiodinase (D2) and
type B thyroid hormone receptor (Trp). The rhTSH stimulation test revealed a significant
difference between total T4 concentrations before and after TSH in both groups (group 1: p
<0.05, group 2: p <0.001). However, there was no statistical difference between those groups.
Histopathological examination were inconsistent both to elicit the disease and to exclude it,
suggesting that it is a faulty auxiliary examination. Nevertheless, when evaluating the
hormonal results against the racial reference, it can be observed that in fact, there were 21
normotireoideos dogs and, therefore, the statistically insignificant results would be expected.
In this way, it is possible to conclude that reference values should be used with caution and it
IS necessary to decrease the variables to improve the accuracy of the diagnosis.

Keywords: Hypothyroidism, Deiodinase, PCR
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1 INTRODUCAO

As endocrinopatias tém sido diagnosticadas de forma cada vez mais rotineira na
clinica de animais de companhia. Assim como observado em humanos, de modo geral, a
expectativa de vida dos cdes € maior quando comparada ao mesmo dado ha alguns anos.
Atualmente, ndo € incomum o atendimento de cdes com mais de 15 anos de idade e os exames
preventivos anuais passaram a incluir testes hormonais. Concomitantemente, a introducéo de
novos métodos de analises no protocolo clinico, contribuiu para o aumento dos diagnosticos
de distarbios enddcrinos. Dentre as doencas glandulares mais comumente diagnosticadas em
cdes, destaca-se o hipotireoidismo. Esta deficiéncia na sintese e liberacdo de hormonios
tireoidianos vem sendo apontada como a causa de indmeros sinais clinicos cronicos
provenientes de distarbios em diversos sistemas. Atribuir ao hipotireoidismo tantos possiveis
sinais clinicos inespecificos é prematuro uma vez que toda a sintomatologia pode estar
presente em diversas outras enfermidades croénicas. Ndo obstante, € bem descrito na literatura
que o nivel plasmético dos horménios tireoidianos tende a reduzir em diversas situacdes e/ou
desafios terapéuticos que podem comprometer também o transporte e metabolismo destes
hormbnios, fazendo com que o paciente atravesse um periodo em que é chamado de
eutireoideo doente, isto €, a glandula tireoide esta preservada, embora possa ocorrer a reducao
dos niveis séricos de seus hormdnios. Inadvertidamente, diversos profissionais, na tentativa de
promover a melhora do paciente, instituem a reposicdo hormonal. Consequentemente, a
producdo enddgena de hormonios tireoidianos reduz, podendo cessar, e o hipotireoidismo
pode de fato ser estabelecido de forma iatrogénica, embora ndo se manifeste e clinicamente o
animal ndo apresente sinais ou, de forma mais rara, apresente aqueles relacionados a
hipertireoidismo, visto que esta sob efeito do hormdnio exdgeno. Nao obstante, a falta de
beneficio da reposicéo instituida inadvertidamente aliada & necessidade de adesdo por parte do
tutor do animal e todos 0s custos envolvidos destacam que a reposicdo hormonal deve ser
tratamento exclusivo de pacientes hipotireoideos com diagnostico comprovado. Por estes
diversos motivos, 0 expressivo numero de pacientes diagnosticados com hipotireoidismo ha
anos desperta o interesse cientifico com o intuito de explicar a fase transitoria, muito mais
frequente que o hipotireoidismo propriamente dito. E importante destacar que novos estudos
estdo sendo publicados na tentativa de padronizar os valores hormonais por raga, tornando
esta pratica uma tendéncia mundial. Além disso, algumas evidéncias sugerem que possa
existir um fendmeno que poderia ser entendido como um hipotireoidismo tecidual, a
semelhanca do que ocorre na resisténcia aos horménios tireoidianos. Por conseguinte, embora
a funcdo tireoidiana esteja intacta, outros mecanismos extratireoidianos inerentes a acdo dos
horménios tireoidianos estariam deficientes. E evidente a importancia das etapas periféricas
tanto no controle da liberacdo dos hormdnios tireoidianos por mecanismo de retroalimentagéo
com o eixo hipotalamo-hipofise-tireoide, bem como na sua agdo. Diante da importancia da
concluséo diagndstica para os casos suspeitos de hipotireoidismo, este trabalho é fundamental
para analisar as alteragdes do metabolismo periférico dos horménios tireoidianos que podem
auxiliar a justificar a observagdo de sinais clinicos compativeis com hipotireoidismo, apos a
exclusdo de outras enfermidades. Outrossim, este estudo translacional é o primeiro a conectar
a observacao da sintomatologia e patologia clinica com bases moleculares do hipotireoidismo
em cées.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Glandula Tireoide

A tireoide é a glandula mais importante na regulacdo do metabolismo animal.
Ela esta presente em todos os vertebrados e varia morfologicamente entre eles. A tireoide
canina é composta por dois lobos em formato oval e alongado de coloracdo marrom escura,
localizados em cada lado da traqueia. Assim como ocorre em bovinos, os lobos tiredideos dos
carnivoros sdo conectados por um istmo glandular, diferentemente de outras espécies que
apresentam istmo fibroso, como ovinos, caprinos e equinos. O lobo direito é ligeiramente
cranial em comparacdo com o esquerdo. Eles estdo situados caudalmente a cartilagem
cricoide e medialmente as artérias carétidas direita e esquerda na regido entre a 5% e 92
cartilagem traqueal (figura 1) (COSTA et al., 2013; VALA et al., 2013). A tireoide pode se
encontrar ligeiramente caudal ou, por vezes, sobreposta a laringe (DYCE et al., 2009). O peso
total da tireoide em cdes adultos varia de 40 a 400mg/kg devido as variacGes de tamanhos
entre as racas e ela ndo é palpavel em cées saudaveis (SMITHCORS, 1968). Seu tamanho
médio é de 2,0 x 1,0 x 0,5cm® (MCDONALD, 1969), podendo ser maior especialmente em
cdes braquicefalicos (DYCE, 2009). Microscopicamente, o parénquima é composto por
I6bulos e no interior de cada um, encontram-se duas glandulas paratireoides
(CUNNINGHAM, 2008).
A irrigacdo sanguinea da glandula tireoide é realizada pelas artérias tiredideas cranial
ou caudal. A drenagem é papel das veias tiredideas cranial e caudal e pelo sistema linfatico. A
inervacdo proveém de fibras nervosas da porcao simpatica do ganglio cervical da traqueia e do
nervo laringeo cervical (EVANS, 2013).

Figura 1. Topografia da glandula tireoide em céo - Fonte: VALA, et al. 2013.

A estrutura basica da tireoide é Unica entre as glandulas enddcrinas. Ela é
composta por células epiteliais que variam em formato de cuboides a colunares (tiredcitos ou
células foliculares), a depender do estimulo de TSH (MCDONALD, 1969). Elas estdo
dispostas em arranjo circular, formando os foliculos tireoidianos, unidade funcional da
tireoide (CUNNINGHAM, 2008). Os foliculos medem de 20 a 250pum de tamanho (figura 2)
(MCDONALD, 1969; VALA et al., 2013). Quando ocorre estimulo hormonal, os tiredcitos
adotam o formato alongado ou colunar, ampliando seu contedo e reduzindo o coloide, uma
substancia homogénea, viscosa, rica em tireoglobulina, a glicoproteina mais abundante da
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glandula tireoide, que contém 115 residuos de tirosina. A partir da iodacao destes residuos,
séo produzidos os HT (KOHRLE, 1999; CARNEIRO; JUNQUEIRA, 2008).

- f & P -
S dx - ¢ !

Figura 2. Foliculos tireoidianos. Barra = 25 um. Fonte: VALA et al., 2013.

Além dos foliculos tireoidianos produtores de T3 e T4, a glandula tireoide é composta
também por células parafoliculares ou, simplesmente, células C, entremeadas em seu tecido
intersticial. As células C sintetizam e secretam a calcitonina, um horménio que atua na
regulacdo do metabolismo de célcio em acdo antagonista ao paratorménio produzido e
secretado pelas glandulas paratireoides (VALA et al., 2013).

2.2 Eixo hipotalamo-hipéfise-tireoide

A sintese e secre¢cdo dos HT depende de uma complexa inter-relacdo entre
hipotalamo, adeno-hipofise e glandula tireoide que compreendem o eixo hipotalamo-hipofise-
tireoide (HHT), bem como outros fatores extrinsecos ao mesmo. Hipotalamo e hipofise séo
duas estruturas fundamentais que integram o sistema nervoso central. O primeiro esta
localizado na regido ventral do diencéfalo, possivelmente um posicionamento privilegiado
para exercer o papel de principal estrutura encefélica no controle neuroenddcrino e
autondmico. Dentre os nucleos hipotalamicos associados ao controle da tireoide, é importante
destacar o nucleo paraventricular (PVN). Este nlcleo recebe projecdes neuronais de um
desmedido numero de estruturas espalhadas por todo encéfalo, como o nucleo o trato solitario,
hipocampo e amigdala, assim como de regides desprovidas de barreira hemato-encefalica. No
nucleo paraventricular hipotaldamico € sintetizado o hormonio liberador da tireotrofina (TRH).
Este atinge a adeno-hipofise atraves da circulacdo porta-hipotalamica-hipofisaria provinda da
eminéncia mediana. A partir da ativacdo de receptores de TRH situados na adeno-hipofise,
ocorre a estimulacdo de diversos grupos celulares hipofisarios para a sintese e secrecdo de
seus produtos, como os lactotrofos e somatotrofos em algumas espécies (GALAS et al.,
2009). Além disso, aferéncias neuronais hipofisiotréficas sdo originadas de diversas partes do
cérebro, controlando o estado nutricional, temperatura corporal e participam, ainda, do ritmo
circadiano (JOSEPH-BRAVO et al., 2015). Com relagdo ao eixo HHT, os tireotrofos
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representam um fenotipo celular especifico e também sdo estimulados para sintese e secrecao
do horménio estimulador da tireoide (TSH) através de seus receptores. Este , por sua vez,
atinge a corrente sanguinea e atua como secretagogo direto dos HT ao ligar-se em seus
receptores localizados nas células foliculares da glandula tireoide. O TSH é uma glicoproteina
composta por duas subunidades denominadas a e B. A subunidade o estd presente em outros
produtos glicoproteicos hipofisarios como o hormonio luteinizante (LH) e o horménio
estimulador do foliculo (FSH). Em contrapartida, a subunidade B difere entre os trés, dando-
Ihes caracteristicas particulares e espécie-especificas (PIERCE et al., 1971). Com relacdo a
regulacdo do metabolismo de TSH, é descrito na literatura que a producéo e liberacdo deste
podem ser inibidas por acdo de diversos outros horménios, como dopamina, somatostatina e
glicocorticoides (HAUGEN, 2009). Algumas destas aferéncias neuroendocrinas séo
detalhadas na figura 3.

Hypothalamus

Dopamine o
Glucocorticoids —» @ Pituitary
Retinoids
(e
TSH
@

High I"i Thyroid gland

|

T,and Ty

Figura 3. Eixo hipotalamo-hipdfise-tireoide. Fonte: GOODMAN; GILMAN, 2006.

No momento em que 0 TSH se liga aos seus receptores presentes na membrana basal
dos foliculos tireoidianos, tem-se inicio a sintese e secrecdo dos HT a triiodotironina (T3) e a
tetraidodironina ou, simplesmente, tiroxina (T4). Estes, por conseguinte, irdo também atuar
regulando a atividade do eixo HHT através do mecanismo de retroalimentacdo nos
mecanismos de transcricdo de TSH, ainda que indiretamente, de acordo com sua
disponibilidade plasmatica e tecidual entre outros fatores (BECK-PECCOZ et al., 2006).

2.3 Hormonios tireoidianos

Os hormonios tireoidianos sdo compostos lipofilicos que sdo transportados ligados a
proteinas carreadoras como albumina, transtirretina ou pre-albumina ligadora de tiroxina
(TBPA), apolipoproteinas e, a principal delas, proteina ligadora de tiroxina (TBG) que carreia
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cerca de 85% do horménio ligado. Embora seja a forma livre que se ligue aos receptores de
HT nos tecido alvo, apenas 1% desses horménios circulam desligados de proteinas (SCOTT-
MONCRIEFF, 2012). A fracdo ligada somada a fracdo livre comp®e a concentracao total de
HT. Devido a forma ligada, a tiroxina pode ser liberada continuamente de acordo com a
demanda tecidual. Embora haja grande afinidade de T4 para se ligar a TBG, cées apresentam
apenas cerca de 15% da concentracdo plasmatica desta proteina quando comparados a
humanos (DAMINET; FERGUSON 2003). Gatos, por sua vez, ndo apresentam TBG
(KAPTEIN et al., 1994). De modo geral, desta forma, cdes e gatos apresentam maior
concentracdo de T4 livre, isto é, ndo ligado a proteinas do que humanos, bem como menores
niveis plasmaticos de T4 total (BIGLER, 1976; LARSSON, 1987). Além disso, este
metabolismo hormonal é mais acelerado em animais domesticos, sendo a meia vida maxima
de T4 cerca de 16 horas e de uma semana para humanos. Para T3, é descrito 0 méximo de 6
horas de meia vida em cées e 36 horas em humanos (FOX; NACHREINER, 1981; KAPTEIN
et al., 1994), fato que explica a necessidade de maiores doses de reposicdo hormonal para
estas espécies quando comparadas as doses habituais de tratamento de hipotireoidismo em
humanos. Adicionalmente, em condi¢cdes adequadas, € extremamente raro que caes
desenvolvam tireotoxicose quando em terapia repositora de T4.

Dentre os HT, a 3-5-3-5-tetraiodotironina ou tiroxina (T4) é secretada em maior
quantidade, embora a 3-5-3’-tri-iodotironina (T3) seja o horménio com atividade bioldgica
nuclear. Dessa forma, serdo ativados ou inativados a depender da demanda tecidual. Assim
sendo, os niveis de HT também atuam regulando atividade do eixo HHT via retroalimentacao,
tendo grande destaque o T3, uma vez que é o hormdnio biologicamente ativo que inibe a
transcricdo dos genes reguladores da sintese de TSH (BECK-PECCOZ et al., 2006). Além
disso, fatores nutricionais também fazem parte deste controle. Neste contexto, merece
destague a regulacdo exercida pela disponibilidade de iodo proveniente da dieta que também é
de suma importancia para a sintese de HT (HARIA; LUNIA 2013; CALIL-SILVEIRA et al.,
2015). Dessa forma, fica claro que a manutencdo da funcdo adequada da tireoide, conhecida
como eutireoidismo é dependente ndo somente do equilibrio inerente ao eixo HHT como
também de mecanismos extrinsecos ao eixo.

2.3.1 Sintese e Secrecdo dos Horménios Tireoidianos

A sintese e secrecdo dos hormonios tireoidianos depende da ligacdo de TSH em seus
receptores situados na membrana basal das células foliculares da tireoide. A partir desta
ligacdo, diversos mecanismos sdo desencadeados culminando com a producdo dos HT (figura
4). Estes sdo, entdo, armazenados no coloide contido no interior dos foliculos tireoidianos
onde também esta estocado o iodeto provindo da absorcdo da dieta. Por serem compostos
iodados, a ingestdo deste microelemento € fundamental para que os HT possam ser
sintetizados (CALIL-SILVEIRA et al., 2015). Estudos mostram que o iodo regula a expressao
de genes que codificam proteinas relacionadas a sintese de HT (UYTTERSPROT et al., 1997,
LEONI et al., 2008). Dessa forma, apds sua absorcdo pelo trato gastrointestinal, a ligacdo de
TSH ao receptor estimula a atividade do transportador de iodeto para que este atinja o interior
do foliculo tireoidiano. Este processo ativo promove também a entrada de sddio em sua forma
idnica. E, portanto, uma etapa mediada por um co-transportador de sodio e iodeto presente na
membrana basolateral dos tiredcitos, o NIS. Ao penetrar no tiredcito, o iodeto (I") chega a
membrana apical através de um gradiente de concentracdo e, em parte, este efluxo apical é
mediado pela proteina pendrina. Ja no coloide, o iodeto que estd em sua forma reduzida sofre
acao da enzima tireoperoxidase (TPO) na presenca de peroxido de hidrogénio (H.0) sendo
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oxidado em um intermediario reativo que sera incorporado em residuos de tirosina da
tireoglobulina, o iodo (I,). A concentracdo deste elemento no coloide pode atingir um patamar
até 200 vezes maior que o plasmatico (DAMINET; FERGUSON 2003). O composto H,0, €
originado a partir de reagdes bioquimicas por acdo da enzima dual-oxidase ou, simplesmente,
DuOx. Este processo recebe o nome de organificacdo. Dessa forma, serdo originadas as
moléculas precursoras dos HT propriamente ditos, a monoiodotirosina (MIT) e a di-
iodotirosina (DIT) que compreendem uma e duas moléculas de iodo, respectivamente. MIT e
DIT séo entdo exocitados em dire¢do ao coloide. De acordo com a ligacdo que ocorrer entre
estes precursores, serdo formados T3 (MIT + DIT) ou T4 (DIT + DIT). Para que haja a
secrecdo de T3 e T4, a tireoglobulina é pinocitada e degradada por enzimas proteoliticas
lisossomais. Em seguida, os produtos desta quebra enziméatica podem retornar para o ciclo de
formacdo dos HT, como € o caso das iodotirosinas (MIT e DIT) ou serem
armazenados/excretados como as iodotironinas (T3 e T4). T4 € considerado um pré-hormonio
devido a sua baixa atividade biol6gica. Em contrapartida, T3 é cerca de 4 a 5 vezes menos
secretado embora seja 0 HT com maior atividade biolégica (SCHOENMAKERS et al., 1992).
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Figura 4: Visualizagdo simplificada da sintese de HT, relacdo com eixo HHT e atuacéo
em tecidos-alvo. Fonte: MEDICI et al., 2014.

2.3.2 Mecanismo de Acédo dos Horménios Tireoidianos

Os HT exercem diversos papéis em todo organismo, sendo descritas fungdes de
homeostase, desenvolvimento, controle térmico, proliferacdo e diferenciacdo celular (WU,
KOEING, 2000; RUDAS et al., 2005; ANTONINI et al., 2013). Eles aumentam, ainda, a
oxigenacdo dos tecidos e promovem a termogénese (SCOTT-MONCRIEFF, 2012;
ASTAPOVA, 2015). Dessa forma, aumentam a degradacgdo de carboidratos e proteinas, bem
como a excrecdo de nitrogénio e oxidacdo do tecido adiposo. Os efeitos bioldgicos classicos
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dos HT sdo mediados por receptores nucleares, sendo este mecanismo conhecido como agéo
gendmica. N&o obstante, a via gendbmica ndo é capaz de explicar completamente muitos
efeitos gerados a partir da acdo de HT. Neste contexto, atualmente é sabido que tanto T3
como T4 também atuam via mecanismo de a¢do ndo gendmica, produzindo efeitos em poucos
segundos por ativacao de receptores de membrana e mitocondriais (BASSETT et al., 2003).

2.3.2.1 Acdo genbmica

Os efeitos biologicos gendmicos dos HT séo funcbes de T3 e dependem, portanto, em
sua maior parte, da 5’-monodesiodacdo ou desiodacdo de T4, dando origem ao hormonio
conhecido como biologicamente ativo, T3. Seus efeitos fisiol6gicos sdo mediados por
receptores nucleares especificos para HT, conhecidos como TRs. Os TRs sdo pertencentes a
superfamilia dos receptores nucleares (NR), assim como 0s receptores dos hormonios
esteroides e do &cido retinoico (YEN et al., 2006). Os membros da superfamilia de NR estdo
ligados a regides especificas do DNA, os elementos de resposta aos horménios tireoidianos
(TREs). Os receptores de HT necessitam se ligar ao DNA do gene alvo na forma de
mondmero, homodimero ou heterodimero. Geralmente, os receptores de HT formam um
heterodimero com o receptor de retinoide X ou &cido retinoico (RXR) devido a maior
afinidade entre estes dois receptores em comparacdo com o0s demais, garantindo maior
estabilidade com o sitio TRE e, portanto, maior atividade transcricional (figura 5).

Concomitante a ligacdo de T3 aos TRs, ocorre a ligacdo de proteinas co-ativadoras ou
co-repressoras. Estas ultimas atuam independente da acdo de T3, ou seja, se ligam ao
complexo TR-TRE. Em contrapartida, as proteinas co-ativadoras sdo atraidas pela ligacdo de
T3 aos TRs, desfazendo assim a ligacdo de proteinas co-repressoras (BRENT, 2012).

Em humanos, é descrita a expressdo de TRs em queratindcitos epidérmicos,
fibroblastos da pele, no musculo eretor de pelos, musculo liso, glandulas sebaceas, endotélio
vascular, células de Schwann e em células que compdem o foliculo piloso (SAFER, 2011).
Em mamiferos, sdo conhecidos dois diferentes genes (THRA e THRB) que codificam dois
tipos de receptor: TRa e TRp, cada um deles apresentando seus subtipos (TRal e TRa2;
TRB1, TRP2 e TRP3) (CHENG, 2010; TAYLOR; HAYLAND, 2017). Em mamiferos, de
todos os subtipos de TRs, somente TRa2 nao apresenta sitio de ligagdo para T3. Entretanto,
esta isoforma pode ocupar o sitio de TRE no DNA, impedindo a ligacdo das demais isoformas
de TR. Assim sendo, entende-se que a expressdo de TRo2, na realidade, impede a agdo de T3,
influenciando na transcricdo do gene alvo (BRENT, 2012).

20



Ty Ty Membrana celular

Sl T

Citoplasma

~ R rde — Membrana
Receptor — ¢ ecegtg 2 nuclear
de retindide X 5 b i
tireoideano
\ﬂ'—/
Resposta ao
horménio
tireoideano
Nucleo
Transcricao
génica
RNAmM
Sintese de

novas proteinas

| 1 I I |
Mlégzr?géos Crescimento D(..\e(;g/g\r:;gmmo Cardiovascular Metabolismo

I Débito cardiaco T Mitocdndrias

I Fluxo sanglineo T Na™-K*-ATPase
tecidual T Consumo de O,

I Freqiiéncia T Absorgdo de glicose
cardiaca I Gliconeogé&nese

I Forcade I Glicogendlise
contragao Lipblise
cardiaca I Sintese de proteinas

I Respiracao T TMB

Figura 5. Esquema representativo da ativacdo de células-alvo pela agdo genémica de HT. T3 e T4 séo
transportados para o meio interno celular. No citoplasma, T4 sofre desiodagdo, dando origem a T3. T3
atinge o ndcleo e interage com o receptor de HT que est4 formando um heterodimero com o receptor de
retinoide X no TRE. Esta ligagdo medeia a transcricdo génica que leva a formacdo de proteinas para
variadas fungdes. S8o demonstradas acdes de HT em diferentes sistemas. Fonte: GUYTON; HALL,
2006.

2.3.2.2 Acdo ndo-gendmica

Os HT exercem fungdes rapidas, em questdo de minutos ou segundos. Esses
efeitos sdo oriundos de sua ligagdo a receptores de membrana plasmatica e mitocondriais e
ndo envolvem TR nucleares. Sdo importantes para regulacdo da atividade cardiaca e neuronal
dada a sua velocidade, porém virtualmente todas as células podem responder a este estimulo
extra nuclear de HT. A acdo ndo-genémica dos HT pode ser exercida tanto por T3 como por
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T4 apos ligagdo a uma proteina de membrana heterodimérica, a integrina aV3. Esta proteina
tem como ligante classico o peptideo arginina-glicina-asparagina (RGD), mas a conformacao
espacial de seu sitio de ligacdo propicia a afinidade por T4, T3 e pelo acido tetraiodoacético, o
Tetrac, um metabolito biologicamente inativo de T4 que bloqueia o receptor integrina aV 3.
Dessa forma, a ligacdo dos HT ao receptor de membrana, ativa a cascata de sinalizacdo
intracelular MAPK (figura 6). Por sua vez, esta cascata promove uma verdadeira interface
entre a acdo genémica e ndo-genémica dos HT, visto que esta via de sinalizacao intracelular
aumenta a ativacdo de TRs nucleares. Outrossim, outros efeitos sdo atribuidos a agdo n&o-
genémica dos HT, a exemplo do metabolismo energético e muscular. Dentre os HT, 0 T4 é 0
que tem maior afinidade com o receptor de membrana, caracterizando assim importante papel
de T4 além de sua condic¢do de pro-horménio quando comparado ao T3 (AIRES, 2008).
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Figura 6. Esquema representativo da acdo ndo-genémica do horménio tireoidiano. A ligacédo de T4 e
T3 com a proteina de membrana integrina aVb3 ativa a sinalizacdo MAPK (ERKI/ERK2), que ativara
uma série de proteinas (TRIB, ERa, STATIa) pela fosforilacdo de serinas que atuardo na mobilizacéo
das proteinas de trafego, contribuindo indiretamente para a agdo gendmica do horménio tireoidiano.
Fonte: AIRES, 2008.

2.3.3 Metabolismo Extratireoidiano

A acdo conjunta da regulacdo do eixo HHT e de etapas periféricas sdo fundamentais
para a manutencdo do equilibrio hormonal plasmatico e intracelular (BERNAL; MORTE
2005). Entre os elementos periféricos que participam do metabolismo extratireoidiano, estéo
os transportadores de HT, especialmente as familias de transportadores de anions organicos
(OATP) e do monocarboxilato (MCT), tendo notoriedade a atividade do 8° membro desta
familia, o MCTS8, no que tange a passagem de HT do meio extra para o intracelular (RUDAS
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et al., 2005). Especificamente, em nivel intracelular também ha dependéncia de diversos
fatores. E interessante ressaltar que cerca de 80% dos HT liberados pela glandula tireoide esta
na forma conhecida como pro-horménio denominado tiroxina ou tetraiodotironina (T4) e a
porcentagem restante liberada é biologicamente ativa, a 3-5-3’-triiodotironina (T3) (ADLER;
WATORFSKY, 2007; WILLIAMS; BASSET, 2011). Portanto, para que os HT atuem, a
conversdo de T4 em T3 depende de mecanismos extratiroidianos desempenhados com
fundamental papel por pequenas enzimas de membrana denominadas selenoproteinas
desiodases que participam da sinalizacdo destes hormonios (GEREBEN et al., 2015). Este
metabolismo tecidual € dependente da expresséo e atividade destas enzimas (ELLIOTT et al.,
2007), que variam de acordo com a disponibilidade local e também sistémica de HT (RUDAS
etal., 1994).

Até o presente momento, sdo descritas trés isoformas de desiodase com diferentes
funcGes em todo o organismo (figura 7) (BIANCO, 2013). Estruturalmente, todas elas
compreendem um Unico segmento transmembranar N-terminal conectado a um dominio
citosélico globular maior com um centro ativo contendo selenocisteina incorporado em uma
dobra semelhante a tioredoxina. Dentro da classificagdo proposta na literatura, é possivel
distingui-las em desiodases tipo 1, 2 e 3.

A desiodase do tipo 1 (D1) desempenha um papel ativador, convertendo T4 em T3
através da desiodacdo do anel fenolico ou externo da molécula de T4 (CHOPRA, 1977;
KOHRLE, 1999). Esta enzima é expressa principalmente em figado, rins, hipdfise e tireoide
(JANNY et al., 1998). Nao obstante, D1 também é capaz de desiodar as moléculas de T4
através do seu anel tirosinico ou interno, dando origem a molecula de 3-3’-5’-tri-iodotironina
ou T3 reversa (T3r), caracterizando seu papel inativador (GERMAN; GALTON 1997;
BIANCO & KIM 2006), embora seja descrito que este mecanismo é menos eficiente
(RUDAS et al., 2005). Estudos relatam que a atividade de D1 é estimulada em casos de
hipertireoidismo e reduzida quando ha hipotireoidismo (GEREBEN et al., 2008) e que sua
atividade também é regulada pelo pH (RUDAS et al., 2005).

A desiodase do tipo 2 (D2) é expressa em hipofise e hipotdlamo, tecido adiposo
marrom (BAT; brown adipose tissue), tecido muscular, placenta, tireoide (JANNY et al.,
1998) e tecido cutaneo (DAMINET; FERGUSON, 2003; DENTICE et al., 2012) e atua
somente por desiodacdo do anel externo, catalizando a conversédo de T4 em T3, bem como
T3r em T2 (RUDAS et al., 2005). Ao contrario do que ocorre com D1, D2 encontra-se com
atividade reduzida frente ao hipertireoidismo e o revés ocorre nos casos de hipotireoidismo
(GERMAN; GALTON, 1997). E interessante destacar ainda, sua pequena meia vida que
reduz ainda mais quando ha interacdo com a molécula de T4 (GEREBEN et al., 2015).

Por fim, a desiodase do tipo 3 (D3) tem papel protetor dos tecidos por atuar
exclusivamente de forma inativadora, isto é, limitando sua acdo bioldgica. Seu efeito
compreende na inativacdo de T4 e T3 por converté-los em T3r e T2, respectivamente
(BIANCO, 2002). Esta enzima é encontrada principalmente nos tecidos em desenvolvimento
como sistema nervoso central, mas também é expressa em placenta e diversos tecidos fetais e,
ainda, na pele (BIANCO, 2002; RUDAS et al., 2005). Este papel inibitério € fundamental
para que haja o equilibrio no balango hormonal extratireoidiano. E importante destacar que o
metabolismo inadequado dos HT pode refletir em alteraces teciduais, como € 0 caso da
exacerbacdo de lesGes cutaneas por falha na agdo ativadora de HT por parte de D2 (RUDAS
etal., 1994).

Desta forma, € interessante ressaltar que as desiodases ndo atuam antagonicamente,
simplesmente ativando ou inativando os HT (GEREBEN et al., 2008). Estas enzimas exercem
papeis colaboradores para que a homeostase tecidual seja garantida, podendo sofrer alteragdes
em suas expressoes e atividades mesmo diante de importantes alteracbes das concentragdes
plasmaticas de HT, como ja descrito em mamiferos e aves (RUDAS et al., 2005). Assim
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sendo, evidencia-se a importancia do metabolismo periférico dos HT dependente da acéo
enzimaética de selenoproteinas desiodases.
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Figura 7. Estrutura quimica e inter-relagdo entre as principais iodotironinas ativadas
ou inativadas pelas desiodases. Fonte: BIANCO et al., 2002.

Dentro deste contexto, vale ressaltar que diversos fatores podem estar envolvidos na
perturbacdo da homeostase tireoidiana. Uma vez que existem varios mecanismos
extratiroidianos do controle da acdo dos HT, torna-se importante refletir que mesmo com a
glandula tireoide intacta, é possivel a falha no desempenho dos HT, seja por disturbios das
desiodases ou ainda por alteracdo na expresséo dos receptores de HT.

2.4 Hipotireoidismo

O hipotireoidismo € considerado um distirbio comum em cdes causado pela
combinacdo de fatores genéticos e ambientais (KANTROWITZ et al., 2001; BIANCHI et al.,
2015). Todavia, sua prevaléncia ndo estd bem definida na literatura (GRAHAM et al., 2007).
A dificuldade em determinar a frequéncia desta endocrinopatia na clinica de pequenos
animais estad atrelada aos obstaculos enfrentados para, de fato, garantir que o diagnostico
esteja correto.

Trata-se de importante precedente de morbidades, acometendo principalmente cées
entre 4 e 8 anos (SCARLETT, 1994), com destaque para aqueles em idade geriatrica
(SCOTT-MONCRIEFF, 2012), ainda que possa ocorrer em qualquer fase da vida. Nao
obstante, sabe-se que as concentra¢fes plasméticas de T4 total, T4 livre e T3 tendem a ser
reduzidas a partir dos 6 anos de idade, embora na maioria dos cdes, mantenha-se dentro do
valor de referéncia geral para a espécie (REIMERS et al., 1990; HEGSTAD-DAVIES et al.,
2015). Todavia, as razdes para este declinio ndo estdo esclarecidas (SCOTT-MONCRIEFF,
2012) e hereditariedade pode estar relacionada (MOONEY, 2011) similarmente ao que ocorre
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na tireoidite de Hashimoto em humanos (BEIERWALTES et al., 1968). Além disso, estudos
mostraram que quanto maior o porte do animal, menores sdo as concentracdes plasmaticas de
HT (REIMERS et al., 1990). A respeito da predisposicéo racial, os cdes de medio a grande
porte parecem predispostos (SCARLETT, 1994), sugerindo a possibilidade de fatores
genéticos estarem envolvidos no desenvolvimento da doenca. Existem diversas publicacdes
incluindo Goldens Retrievers, Cocker Spaniel, Beagle, Poodle, Boxer, Doberman, entre
outros, como ragas predispostas ao hipotireoidismo (BIANCHI et al., 2015; AHLGREN;
UIMARI 2016).

Na literatura, estudos mais antigos ndo definem a predilecdo entre 0S Sexos
(REIMERS et al., 1990). Conquanto, analises mais recentes sugerem padrées hormonais cada
vez mais especificos. Por exemplo, as fémeas podem ter concentracdes médias de T4 total e
livre naturalmente mais elevadas quando comparadas aos machos (HEGSTAD-DAVIES et
al.,, 2015). Outrossim, alguns autores referem que ndo ha diferencas estatisticas nas
concentracdes de TSH em cées higidos (HEGSTAD-DAVIES et al., 2015). Além disso,
animais submetidos a gonadectomia parecem ser predispostos, embora os estudos que
abordam este tema ndo sejam consistentes (SCOTT-MONCRIEFF 2012; KRZYZEWSKA-
MLODAWSKA et al., 2014).

2.4.1 Etiologia

A despeito da etiologia, qualquer nivel do eixo hipotalamo-hipofise-tireoide (HHT)
pode ser responsavel pelo hipotireoidismo (DAMINET; FERGUSON, 2003; VOORBJI et al.,
2015). Didaticamente, esta endocrinopatia pode ser dividida em congénita ou adquirida. N&o
obstante, a forma congénita do hipotireoidismo, o cretinismo, é rara em animais e foi pouco
descrita (MOONEY, 2011; SCOTT-MONCRIEFF, 2012). Esta forma pode estar relacionada
a agenesia, disgenesia ou dishormogénese e, geralmente, resulta em morte precoce
(FELDMAN; NELSON, 2004). Em contrapartida, o tipo adquirido € comum e pode ser
subdividido em central e primério. A forma central pode advir de dois mecanismos
etiopatogénicos distintos: (1) distarbio hipotalamico (também chamado de hipotireoidismo
terciario). Este tipo foi descrito na literatura em apenas um caso em cdo (SHIEL et al., 2007);
ou (2) deficiéncia hipofisaria (conhecido como hipotireoidismo secundario). A forma
congénita foi descrita em cdes apenas em uma familia de Schnauzers gigantes (GRECO et al.,
1991) e um Boxer (MOONEY; ANDERSON, 1993). Geralmente, esta condicdo esta
associada a crescimento anormal e outras deficiéncias hipofisarias (FRANK, 2006). Mais
comumente, esta forma pode, ainda, ocorrer devido a deficiéncia da glandula hipofise em
sintetizar e secretar TSH por efeitos extrinsecos ao eixo HHT, como a acdo de outros
horménios, como glicocorticoides (KAPTEIN et al., 1992). Além disso, os glicocorticoides
sejam eles enddgenos ou exdgenos sdo capazes de interferir na ligacdo entre T4 e TBG, bem
como reduzir a desiodagdo periférica de T4 em T3. Trata-se de um mecanismo reversivel,
pois é dependente da manutencdo da hipercortisolemia, ou seja, quando esta condicdo é
controlada, a inibicdo do eixo HHT cessa (KAPTEIN et al., 1992). Na verdade, diversas
drogas ja foram apontadas como redutoras da concentracdo plasmatica de HT. Entre elas,
destacam-se fenobarbital, propranolol, carprofen e sulfonamidas. Esta Gltima pode inclusive
promover sinais clinicos de hipotireoidismo em cdes (DAMINET; FERGUSON, 2003).

Dentre as possiveis origens de hipotireoidismo, descreve-se em cdes a forma primaria
como a mais comum (DAMINET; FERGUSON, 2003). O mecanismo de ativacdo da
destruicdo da tireoide ndo esta completamente elucidado, mas é sabido que glandula sofre
acdo de um distarbio imunomediado denominado tireoidite linfocitica, um disturbio
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semelhante a tireoidite linfocitica cronica que acomete humanos, também conhecida como
tireoidite de Hashimoto (GOSSELIN et al., 1982; BIANCHI et al.,, 2015). A tireoidite
linfocitica envolve respostas imunes humoral e celular, mas é, classicamente, caracterizada
pelo infiltrado de linfocitos T e B na glandula tireoide, bem como pela presenca de auto-
anticorpos anti-tireoglobulina (TgAA) ou anti-tireoperoxidase (anti-TPO), resultando no
processo de destruigdo do parénquima tireoidiano (BEIERWALTES; NISHIYAMA, 1968;
LUCKE et al., 1995; SKOPEK et al., 2006; GRAHAM 2007). Adicionalmente, alguns
autores questionam o papel da imunizacgdo artificial na indugdo desta condicdo (SCOTT-
MONCRIEFF et al., 2002). Estudos referem que, em cdes, o pico de deteccdo de TgAA
ocorra entre 2 e 4 anos de idade e que a severidade e progressdo da tireoidite dependa de
diversos fatores, incluindo a raca (GRAHAM et al., 2007). Para o desencadeamento desta
doenca autoimune, fatores genéticos e ambientais também vém sendo apontados como
importantes pilares (MOONEY, 2011). Ha ainda, a possibilidade de ocorrer atrofia idiopatica,
todavia estudos nao foram capazes de definir se este € apenas um estagio final do processo
imunomediado ou uma condicdo isolada (MOONEY, 2011).

2.4.2 Avaliacdo dos sinais clinicos

A sintomatologia do hipotireoidismo canino é bastante diversificada, assim como em
humanos (DIXON et al., 1999), refletindo a ampla acdo destes hormdnios no organismo
(PANCIERA, 1994). Merecem destaque aqueles relacionados a reducdo da taxa de
metabolismo basal, como fadiga (SCOTT-MONCRIEFF, 2007), distarbios metabdlicos,
como ganho de peso e as diversas dermatopatias (PANCIERA, 1994; DIXON et al., 1999). E
interessante destacar que a obesidade ndo estd relacionada a polifagia sendo, portanto,
atribuida @ menor demanda energética durante o hipotireoidismo (FRANK, 2006). Além
disso, embora as alteracdes cutaneas estejam presentes em até 80% dos casos em cées
(SCOTT-MONCRIEFF, 2012), é importante ressaltar que os mecanismos pelos quais elas
ocorrem ndo estdo elucidados (SLOMINSKI et al., 2002). Outros sinais como confusdes
mentais, bradicardia e termofilia também séo relatados (SCOTT-MONCRIEFF, 2012).

2.4.2.1 Sindrome do Eutireoideo doente

A sindrome do eutireoideo doente, também conhecida como sindrome da
doenga ndo tireoidiana compreende diversos fatores que isoladamente ou em conjunto sao
capazes de reduzir os niveis plasmaticos de hormonios tireoidianos, bem como seu
metabolismo e/ou transporte sem que haja comprometimento glandular estrutural
(DAMINET; FERGUSON 2003). Dessa forma, os niveis circulantes de TSH podem ser
encontrados dentro dos valores de referéncia para a espécie, ou, em alguns casos, ligeiramente
abaixo da mesma, mimetizando o hipotireoidismo central (ADLER; WATORFSKY, 2007).
Com relacdo a mensuracdo de HT, esta sindrome se caracteriza por baixos niveis de T3,
baixos ou normais niveis de T4 e altos niveis de T3r (ADLER; WATORFSKY, 2007). Tal
paradigma ja é bem relatado em medicina, sendo descrito em média em 75% dos pacientes
hospitalizados. Em medicina veterinaria, ndo ha relatos quanto a este impacto. Este processo
pode ocorrer devido a doencas crbnicas, perturbacdes a homeostase transitdrias, como
distdrbios agudos em questdo de horas ou, ainda, desafios terapéuticos diversos (ADLER;
WATORFSKY, 2007). Em medicina veterinaria, recebe destaque o uso de fenobarbital,
corticosteroides e sulfonamidas (DAMINET; FERGUSON, 2003). E importante estar atento &
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possibilidade desta sindrome ser encarada como um fator preditivo de comorbidades, podendo
indicar a severidade de doencas criticas (LECHAN, 2008). Alguns autores apontam que a
reducdo dos niveis T4 a um valor abaixo de 4ug/dl pressupde risco de morte de cerca de 50%
e, caso esse valor reduza para menos de 2ug/dl, o risco pode chegar a 80% (LECHAN, 2008).

2.4.2.2. Concentracgéo de lodo na dieta

A dieta contendo iodo de forma adequada favorece a formacdo de T3 e T4. Vale
destacar que a necessidade diaria de iodo para o cdo é de 150 a 200ug (CHASTAIN;
GANJAN, 1986). Outrossim, diante da escassez do mesmo, a glandula tireoide exerce um
papel autorregulatério, dando origem a mais moléculas de T3 do que de T4. Por outro lado, o
excesso de iodo também induz outro mecanismo autorregulatorio denominado efeito Wolff-
Chaikoff. E descrito que diante grandes concentracdes iodo, alguns mecanismos de sintese e
secrecdo de HT sdo freados de forma transitdria a fim de regular os niveis destes horménios.
Dessa forma, tanto a atividade quanto a expressao da enzima TPO e do co-transportador NIS
sdo reduzidas (ENG et al.,, 2001; SERRANO-NASCIMENTO et al., 2012), bem como
mecanismos de secrecdo de HT, fazendo com que a glandula armazene por mais tempo seus
produtos no coloide (DE SOUZA et al., 2015). Ndo obstante, embora ndo seja completamente
compreendido, a literatura cita outro efeito regulatério, chamado escape do efeito Wolff-
Chaikoff. Ambos os mecanismos sdo importantes para manter a sintese de HT sob controle,
bem como para proteger o organismo contra 0 excesso de iodo (BURGI, 2010). Neste
contexto, alguns autores (CASTILLO et al., 2001) apontam que a alta concentracdo de iodo
nas dietas comerciais para caes pode induzir o hipotireoidismo na espécie.

2.4.3 Diagnostico do Hipotireoidismo

Semelhante ao que ocorre na maioria das endocrinopatias, o diagnostico do
hipotireoidismo é o resultado do somatério dos dados do histérico do paciente, sinais clinicos,
exame fisico, analises laboratoriais e testes enddcrinos (PANCIERA, 1997; SCOTT-
MONCRIEFF, 2012; HEGSTAD-DAVIES et al.,, 2015). Outrossim, inUmeras doencas
crbnicas, farmacos e idade avancada podem induzir a reducdo da liberacdo dos horménios
tireoidianos (HT), bem como interferir no transporte e ativacdo periférica. E descrita na
literatura, a incapacidade dos tecidos periféricos em converter T4 a T3, possivelmente, devido
a deficiéncia da 5’-monodesiodase (FELDMAN; NELSON 2004).

Hé& ainda a grande questdo pertinente com relacdo aos valores de referéncia dos testes
de avaliacdo da funcdo tireoidiana. Ha alguns anos, inumeros estudos em cdes vém sendo
publicados com objetivo de questionar os valores de referéncia para os HT atualmente
utilizados (BEALE et al., 1992; BODEY; RAMPLING, 1999; VAN GEFFEN et al., 2006;
SHIEL et al., 2007; PANACOVA et al., 2008; SEAVERS et al., 2008; SHIEL et al., 2010;
LAVOUE, et al., 2013; HEGSTAD-DAVIES et al., 2015), Até o presente momento, ha
poucos estudos especificos sobre as racas, embora sejam sabidamente importantes (BODEY;
RAMPLING, 1999; HEGSTAD-DAVIES et al., 2015) e possam auxiliar a refinar a analise
diagnostica.

Os atuais valores de referéncia utilizados por laboratorios representam possiveis falhas
importantes no atual diagnostico do hipotireoidismo em cées, visto que a analise racial dos
intervalos de referéncia (IR) é muito mais precisa quando comparada aos IR de cdes de um
modo geral (HEGSTAD-DAVIES et al., 2015). Portanto, o clinico deve estar muito atento
diante do diagnostico positivo para hipotireoidismo, devendo ainda confirmar o diagnostico
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com a resposta terapéutica (SCOTT-MONCRIEFF, 2012). N&o obstante, o animal pode
apresentar sinais clinicos compativeis com hipotireoidismo ainda que a glandula tireoide
esteja preservada. Quando os niveis de HT encontram-se abaixo da referéncia de forma
secundaria, este paciente recebe o nome de eutireoideo doente e esta condicdo é bastante
frequente na clinica. Devido a esta série de obstaculos, o hipotireoidismo é ha anos a
endocrinopatia mais comumente hiperdiagnosticada (PANCIERA, 1998; CREDILLE et al.,
1996; SCOTT et al.,, 2001; GROSS et al., 2005; PARRY 2013). Para minimizar este
problema, atualmente, a indicacdo mais aceita entre 0os médicos veterinarios é a correcdo
prévia de outros distdrbios que tenham sido detectados concomitantemente a presenca de
sinais clinicos compativeis com hipotireoidismo (LECHAN et al. 2008; PARRY, 2013).
Desta forma, consegue-se reduzir as chances de diagnosticar erroneamente um paciente
hipotireoideo quando, na verdade, pode se tratar de um eutireoideo doente.

Em 2011, Castillo e coautores classificaram o hipotireoidismo em cdes em clinico e
subclinico, tendo cada uma das classificagdes subdivisdes em fases como demonstra a tabela
1. Dessa forma, segundo os autores, é possivel identificar a fase da doenca em que o animal se
encontra facilitando a decisdo quanto a instituicdo do tratamento ou acompanhamento clinico
e laboratorial.

Tabela 1: Classificacdo do hipotireoidismo segundo CASTILLO et al., 2011.

Estimulo de TRH ou

TSH TSH T4 (total ou livre) T3
Hipotireoidismo
subclinico

Fase 1  Hiper-responsividade Normal Normal Normal

Fase 2 N&o responsivel Aumentada Normal Normal
Hipotireoidismo

clinico
Fase 1 N&o responsivel Aumentada Diminuida Normal
Fase 2 N&o responsivel Aumentada Diminuida Diminuida

2.4.3.1. Patologia clinica

No que se refere as alteracdes clinico-patoldgicas, o paciente com déficit tiroidiano
apresenta resultados inespecificos, mas que podem afunilar a busca pelo diagndstico correto
do hipotireoidismo, uma vez que existem alteracdes frequentemente compativeis. Outrossim,
algumas doencas podem ser descartadas ou incluidas entre os diagndsticos diferenciais devido
aos resultados encontrados em exames corriqueiros como hemograma e bioquimica bésica de
funcdo renal, hepética e lipidograma (MOONEY, 2011).

Com relacdo as alteracOes laboratoriais comuns no hipotireoidismo, destaca-se a
anemia normocitica normocrdémica ndo regenerativa, aumento sérico de enzimas hepaticas e
dislipidemias (hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia) (SCOTT-MONCRIEFF, 2012).

Os HT atuam diretamente na medula 6ssea, mediando a hematopoiese. Embora este
mecanismo de interferéncia ainda seja controverso (VARALLO et al., 2004), no
hipotireoidismo, a producéo de hemécias pode ser comprometida contribuindo para a anemia.
Igualmente, a reducdo da demanda periférica de oxigénio induz a queda na producdo de
eritropoetina, favorecendo mais ainda o quadro (MARK et al., 2008).

O metabolismo de lipideos e carboidratos esta intimamente relacionado com a acgdo de
HT. Eles regulam a sintese de colesterol e potencializam a degradacdo hepatica deste em
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acidos biliares, logo, a reducéo dos niveis de HT cursa com acimulo de lipideos na circulacao
(PESSINA et al., 2014). Nos animais hipotireoideos, embora a sintese de lipideos também
esteja comprometida, a reducdo da degradacdo dessas moléculas prevalece, predispondo o
acumulo de colesterol e triglicerideos no plasma (DIXON et al., 1999). Estes compostos sdo
transportados ligados a lipoproteinas de baixa (LDL) e, principalmente, de alta densidade
(HDL) que carreiam colesterol e lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) que tém
afinidade por triglicerideos (BAUER, 1997). A hipercolesterolemia é descrita em até 75%
dos cdes com hipotireoidismo (PANCIERA, 1998; DIXON et al., 1999; PESSINA et al.,
2014). Embora a aterosclerose seja incomum em cées higidos, nos animais hipotireoideos este
padrdo é muito frequente com elevacdo da concentracdo plasmatica de LDL e VLDL (HESS
et al., 2003), associada a reducdo da metabolizacdo e da expressdo de receptores hepaticos de
LDL, a principal lipoproteina carreadora de colesterol (DIXON et al., 1999; SCOTT-
MONCRIEFF et al.,, 2007). Além disso, resisténcia insulinica ja foi demonstrada
experimentalmente em cédes com hipotireoidismo (HOFER-INTEEWORN et al., 2012), bem
como foi sugerida a resisténcia a adiponectina, um horménio produzido exclusivamente pelo
tecido adiposo que controla a formacdo da ateroesclerose (MAZAKI-TOVI et al., 2015). A
respeito do aumento sérico de triglicerideos, a literatura descreve sua relacdo com a reducédo
de clearance devido a baixa concentracdo plasmatica de HT (SIMPSON; VAN DEN
BROEK, 1991).

Outras alteracdes podem ser compativeis com hipotireoidismo no painel bioguimico
de um paciente suspeito, porém sdo menos frequentes e menos especificas. Sua importancia
estd relacionada a busca por diagnosticos concomitantes ou diferenciais. Entre elas, o
aumento da atividade das enzimas fosfatase alcalina (FA) e y-glutamil transferase (GGT)
ocorrem em até 30% dos casos devido a deposicdo de lipideos no figado, cursando com
discreta lipidose (DIXON et al., 1999).

2.4.3.2 Testes hormonais

Apesar de haver diversos testes disponiveis para o diagndstico de hipotireoidismo, ndo
h& um exame ouro usual na deteccdo deste distdrbio, uma vez que todos os testes existentes
apresentam falhas na especificidade e/ou sensibilidade (PARRY, 2013). Ademais, € consenso
que a interpretacdo dos resultados de dosagens hormonais necessita estar associadas ao estado
clinico do paciente diante da suspeita de hipotireoidismo. Somado a este fato, a resposta
terapéutica é indicado por alguns autores para fechar o diagndstico da doenca (FERGUSON,
2007; SCOTT-MONCRIEFF, 2012). Independente do desafio diagnostico, sabe-se que a
dosagem de T3 total (T3t) ndo é recomendada para diagnosticar deficiéncia na producdo
tireoidiana, pois este teste € muito pouco especifico, ou seja, o nivel de triiodotironina pode
estar diminuido em pacientes portadores de doencas nao tiroidianas, embora este frequente
mecanismo nao esteja bem compreendido (PARRY, 2013). Ademais, a maior fracdo de T3
circulante é oriunda da desiodacdo periférica, ndo representando, portanto, a funcéo
tireoidiana fidedigna (MATAMOROS et al., 2002). Com relagdo a mensuragdo de T4 total
(T4t), a literatura descreve este teste como bastante sensivel, porém com responsividade a
doencgas ndo tiroidianas, como ocorre com T3t, ou ainda em resposta a diversos tratamentos
como terapia com corticosteroides, antibidticos, anti-inflamatorios ndo esteroidais,
anticonvulsivantes, entre outros (MOONEY, 2011). Todavia, dada a sua sensibilidade, pode
ser indicado como teste de triagem (SCOTT-MONCRIEFF, 2012). Comparativamente, a
dosagem de TSH também pode revelar valores dentro da referéncia em resposta a inUmeros
tratamentos. O teste de mensuracdo de TSH é pouco sensivel, embora sua especificidade
aumente quando utilizado em conjunto com outros testes, como o T4t, por exemplo, ou T4
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livie (MATAMOROS et al., 2002; BEHREND, 2005; MOONEY, 2011; PARRY, 2013).
Além desta, outras associacdes sdo apontadas como refinadoras do diagnostico de
hipotireoidismo, como é o caso de T4t associado ao T4 livre (T4l). De acordo com
Rasmussen e colaboradores (2014), os resultados destes dois métodos somados garante maior
acuracia na determinacdo da doenca. N&o obstante, a combinacdo de T4l com TSH e,
atualmente, a op¢do de elei¢do para diagnostico de hipotireoidismo em cées, sendo positivo
para hipotireoidismo primario quando T4l se encontra abaixo do nivel minimo normal e TSH,
devido a retroalimentacdo negativa, acima do limite maximo (MATAMOROS et al., 2002).
N&o obstante, é descrito em cées a secrecdo pulsatil de TSH o que, segundo alguns autores,
deprecia o uso da dosagem de TSH como método de diagnostico (KOOISTRA et al., 2000)
visto que em muitos casos o resultado ndo € fidedigno, chegando a variacdo de 30 a 60% de
sensibilidade na literatura (SCOTT-MONCRIEFF, 2012). O que torna a distin¢cdo entre
doenca tireoidiana e doenca nao tireoidiana impossivel, pois ambas podem apresentar o
mesmo perfil de resultado, ou seja, T4l abaixo dos valores de referéncia e TSH dentro da
normalidade (DAMINET; FERGUSON, 2003). Em contrapartida, a dosagem de T4 livre
parece ndo sofrer influéncia de doencas néo tiroidianas. Entretanto, semelhantemente ao que
ocorre com 0s niveis de TSH, T3t e T4t, o nivel de T4 livre também sofre reducdo quando o
paciente é submetido a algumas terapias (DIXON et al., 1996). Para minimizar possiveis
influéncias, é importante ressaltar que o exame de T4 livre deve ser realizado pelo método de
didlise de equilibrio, desta forma, torna-se o teste mais fidedigno para o diagnostico de
hipotireoidismo, embora ainda possam ocorrer falhas (RANDOLPH et al. 2015). J& com
relacdo as técnicas empregadas para mensuracdo plasméatica de hormdnios, houve grande
avanco em medicina veterinaria. Segundo diversos autores, dentre as metodologias
disponiveis, a técnica de radioimunoensaio é a que confere maior acurcia em detrimento das
demais (RANDOLPH et al. 2015) devendo ser preferida sempre que possivel.

A respeito da utilizacdo das relagbes TAt/TSH e T4l/TSH a literatura refere que ndo ha
aprimoramento na acuracia do diagnostico com esta metodologia (ESPINEIRA et al., 2007).
Dentre os testes endocrinos existentes, o teste de estimulacdo com TSH é o menos
contestavel. Tal teste consiste em comparar valores de T4t antes e ap06s a aplicacdo de TSH.
Obijetiva-se neste caso, mensurar o pico de secrecdo de T4 diante de sua maxima estimulacéo,
uma vez que é injetado o seu secretagogo direto, isto €, sem intermediarios. O tempo ideal
para a segunda coleta é a hora 8 ap6s aplicacdo endovenosa, sendo a dose recomendada
150ug/animal para a obteng@o de melhores resultados capazes inclusive de distinguir doencas
tireoidianas de ndo tireoidianas (CAMPOS et al., 2012). O hipotireoidismo é descartado caso
a variacao entre as dosagens pré e pds TSH seja menor que 1,5 vezes (BORETTI et al., 2009).
Para resultados de T4t acima de 2,5 du/dl, o resultado também € considerado negativo para a
endocrinopatia (SCOTT-MONCRIEFF, 2012). Qualquer dos outros testes previamente
citados demonstram dificuldade em diferenciar animais com hipotireoidismo primario
daqueles com doenca ndo tireoidiana, ou eutireoideos doentes, especialmente em fases iniciais
do hipotireoidismo (ROOVER et al., 2006). Assim como em humanos, inicialmente em caes
era utilizado o TSH bovino. Esta opcéo caiu em desuso devido aos diversos efeitos adversos
provocados, como anafilaxia. Além disso, surgiu em seguida o0 TSH recombinante humano
(rhTSH), uma glicoproteina dimérica produzida a partir da tecnologia de recombinacgdo de
DNA. Esta molécula ndo foi apontada como causadora de nenhum efeito adverso em
nenhuma das duas espécies, sendo apenas dor local apos aplicacdo quando realizada por via
intramuscular o tnico relato e caes (SAUVE; PARADIS, 2000). A partir de entdo, o rhTSH é
0 horménio de escolha para a realizacdo do teste de estimulacdo com TSH tanto em humanos
como em cées. N&o obstante, o custo de um frasco de rhTSH desestimula o uso rotineiro do
exame (DIXON et al., 1996). Outrossim, seu armazenamento é possivel por no maximo dois
meses apoOs reconstituicdo sob a temperatura de -20°C sem perder atividade bioldgica
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(BEHREND, 2005; ROOVER et al., 2006). Este dado, portanto, ratifica a dificuldade de
atestar o diagnostico de hipotireoidismo em cées na rotina clinica.

2.4.3.3 Histopatologia Cutanea

O tecido cutaneo é considerado um importante 6rgdo periférico neuro-enddcrino-
imune. Ceélulas especializadas na pele produzem e respondem a maltiplos neurotransmissores,
neuropeptideos e horménios caracterizando este tecido como fundamental na homeostase
hormonal. Além disso, de acordo com os desafios homeostaticos, a pele pode se adaptar e se
modificar, adquirindo caracteristicas histoldgicas particulares (ANTONINI et al., 2013).

Embora muitos clinicos utilizem como ferramenta no diagnostico de hipotireoidismo
em cées, as alteracdes histologicas da pele sdo inconsistentes e contraditorias (ROSYCHUK,
1997). Algumas delas podem ser causadas pela acdo direta dos HT ou indireta através da
atividade em outros tecidos, bem como por efeitos imunomediados decorrentes de etiologias
autoimunes (SAFER, 2011). N&ao obstante, algumas caracteristicas teciduais s&o
frequentemente observadas e, embora muitas delas possam estar presentes em diversas outras
endocrinopatias, o resultado histolégico compativel pode ser auxiliar no diagnostico. Mais
que isso, a histopatologia tegumentar pode ajudar na exclusdo de outras doencas de pele que
possam, por exemplo, serem concomitantes ao hipotireoidismo em cdes (SCOTT et al., 2001).
Dessa forma, é importante que o avaliador entenda que alguns achados podem estar
relacionados a superposicdo de caracteristicas histoldgicas entre as doencas, como inflamacéo
e acantose (SCOTT et al., 2001). Como caracteristicas histoldgicas de doencas hormonais, de
forma geral, é possivel descrever hiperqueratose ortoquetatotica, dilatacdo e atrofia
foliculares, atrofia de glandulas sebaceas, aumento da concentracdo de pelos em fase
telogénica, melanose epidérmica e excesso de queratinizacao tricolemal. Dentre as alteragdes
mais comuns no tegumento do cdo hipotireoideo, destaca-se o importante numero de pelos
telogénicos e foliculos em kendgeno (figura 8). Esta condicdo se estabelece uma vez que 0s
HT sdo fundamentais na ativacdo da fase anagénica dos pelos. Todavia, alguns autores
apontam que este paradigma nem sempre seja observado em céaes doentes (CREDILLE et al.,
2001).
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Figura 8. (a) Foliculo em telégeno contendo um eixo do pelo (seta grossa).

Observe a posicdo da papila dérmica (seta 1); (b) Varios foliculos

kenogénicos (flechas grossas). HE.Barra = 100 um. Fonte: MUNTENER et 31
al., 2012.




O hipotireoidismo, assim como outras doencas endocrinas, também pode cursar com
atrofia cutanea, associada a leve paragueratose (ROJKO et al., 1978). Além disso, a
hiperqueratose também € descrita em cdes com hipotireoidismo. Outra caracteristica
recorrente é o mixedema, isto é, a separacédo das fibras colagenas da derme com deposicéo de
material basofilico semelhante a mucina (ROJKO et al., 1978), espessamento da derme, bem
como a hipertrofia a vacuolizacdo do musculo eretor do pelo (figura 9) (SCOTT et al., 2001).
Esta Gltima alteracdo é descrita na literatura como provinda de um mecanismo de defesa
contra a termofilia inerente ao hipotireoidismo. Segundo estes autores, 0s pelos sdo eri¢cados
principalmente na linha dorsal para que haja a formacao de uma camada de ar entre os pelos,
auxiliando na termorregulacdo, com objetivo de diminuir a perda de calor nestes animais.
Como esta condicdo é frequente em cées com hipotireoidismo, haveria uma intensa exigéncia
deste musculo, culminando com a hipertrofia do mesmo (SCOTT et al., 2001).

Figura 9. Moderada vacuolizagdo (vactolos preenchidos por substancia eosinofilica) de musculo
piloeretor da pele da regiéo cervical. HE, Obj. 25X. Fonte: GONZALEZ et al., 2016.

2.4.3.4 Histopatologia da tireoide

O exame histologico a partir de uma bidpsia de tireoide é dito como a avaliagdo mais
sensivel para detectar doencas tireoidianas, evidenciando a tireoidite linfocitica e/ou atrofia
folicular (ESPINEIRA et al., 2007). Além disso, facilmente distingue o hipotireoidismo
primério do secundario. Histologicamente, nota-se infiltrado multifocal a difuso de linfdcitos,
plasmdcitos e macrofagos. Na fase final, a inflamacéo é substituida pela atrofia folicular e
tecido cicatricial (FRANK, 2006). No hipotireoidismo no qual a tireoide ndo é diretamente
afetada, ocorre acumulo de coloide com distensdo dos foliculos e achatamento dos tiredcitos
(SCOTT et al., 2001). Nao obstante, é importante destacar que alguns autores descrevem que
a presenca dessas alteracfes na glandula ndo necessariamente reflete em anormalidade
funcional (GRAHAM et al., 2001). Portanto, é possivel entender que submeter um animal a
biopsia de tireoide, procedimento invasivo, ndo garante a confirmacdo do diagndstico e,
portanto, ndo deve ser incentivado como um protocolo rotineiro.
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2.4.3.5 Diagnéstico por imagem

Os exames de imagem sdo descritos na literatura como auxiliares no diagnostico de
hipotireoidismo (DE MARCO; LARSSON, 2006), tendo em vista algumas caracteristicas
compativeis com a endocrinopatia. Todavia, é importante ressaltar que, mais uma vez, se
tratam de testes de triagem para hipotireoidismo, bem como auxilio no descarte de
diagnosticos diferenciais.

A ultrassonografia da glandula tireoide é um método bastante utilizado em medicina
para a suspeita de diversas afeccdes da glandula, como disgenesia, hipotireoidismo por
tireoidite linfocitica e neoplasias (KREISNER et al., 2003). Ao exame ultrassonografico, a
tireoide apresenta reducdo de volume e tende a se apresentar hipoecogénica (SCOTT-
MONCRIEFF, 2012). O teste de ultrassom se mostrou eficaz por ser exame rapido e nédo
invasivo (DE MARCO; LARSSON, 2006; TAEYMANS et al., 2007) e ainda, por auxiliar no
diagnostico de hipotireoidismo, contribuindo para a diferenciacdo de casos de eutireoideos
doentes, sobretudo nos resultados de teste hormonais dibios (BROMEL et al., 2005).

A cintilografia nuclear com captacdo de iodo ndo € muito utilizada na rotina clinica
devido a estrutura e custo que requer (DANIEL; NEELIS, 2014). Apesar de ser muito Gtil em
casos de neoplasia tireoidiana ou no hipertireoidismo em felinos, a captacdo de iodo pela
tireoide atrofiada é muito baixa, problematizando sua aplicacdo para a pesquisa de
hipotireoidismo (BALOGH et al., 1998).

2.4.3.6 Avaliacdes imunoldgicas

Os testes imunoldgicos sdo descritos como auxiliares para o diagnostico de
hipotireoidismo (HAINES et al., 1984; BEALE et al., 1990). A mensuracdo de T4 livre pode
ser associada ao teste de auto-anticorpos contra tireoglobulina (TgAA). Este teste isolado néo
é sensivel para o diagnéstico da endocrinopatia em questdo (FERGUSON, 2007), mas o fato
de ser incomum cdes com doengas ndo tiroidianas, resultados positivos o tornam interessante
guando os niveis de T4t e TSH ndo confirmam a doenca (MOONEY, 2011). Estudos sugerem
que cées com baixa titulacdo para TgJAA possam na verdade ndo terem sido submetidos ao
distdrbio imunomediado e sim a atrofia folicular idiopatica, suscitando que sejam mecanismos
independentes (BEIERWALTES et al., 1968). Em contrapartida, Ferguson (2007)
demonstrou que, em cées, quando os niveis de TgAA estdo altos (cerca de 20% dos animais),
o parénguima glandular ainda néo foi suficientemente destruido para que o animal manifeste
sinais clinicos. Por conseguinte, este teste diagndstico permite constantemente o resultado
falso negativo, visto que sua utilizacdo em fase de manifestacdo clinica possivelmente
demonstra resultados abaixo da referéncia para a doenca. Entretanto, a mensuracdo de TgAA
em parentes de cdes positivos para hipotireoidismo pode ser sugerida como um método
interessante para detectar a doenga em estagios precoces, embora haja descrito na literatura
que cerca de 15% dos animais positivos para TgAA ndo desenvolvem hipotireoidismo
(BEHREND 2005; HEGSTAD-DAVIES et al., 2015). Nao obstante, novos estudos sobre o
tema sdo sugeridos, uma vez que néo é estabelecido o tempo final de acompanhamento destes
pacientes para descartar a possibilidade de progressao da endocrinopatia (BEHREND, 2005).
Outra andlise sugerida na literatura é a titulacdo de anticorpos anti-tireoperoxidase (anti-
TPO). Todavia, os estudos existentes também ndo foram capazes de definir se esta avaliacdo é
mesmo segura na busca pelo diagnostico de hipotireoidismo em cées (SKOPEK et al., 2006).
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2.4.3.7 Resposta terapéutica

A avaliacdo do paciente em terapia de reposicdo hormonal com T4 € um método
pratico para confirmar o diagnostico de hipotireoidismo. N&o obstante, ndo deve ser uma
abordagem encorajada sem a realizacdo dos testes hormonais. A indicacdo para a analise da
resposta terapéutica é que esta pode ajudar a comprovar o diagnoéstico ou descarta-lo. Esta
metodologia consiste em iniciar a terapia com levotiroxina sédica na dose de 0,02mg.kg™
(g12h PO). Caso a melhora clinica, especialmente comportamental ocorra, a reposi¢do deve
ser temporariamente suspensa para observacdo da recidiva sintomatologica. Caso isto nédo
aconteca, doencas responsivas a terapia tireoidiana devem ser suspeitas. Além disso, se ndo
houver resposta ao tratamento até no maximo 3 meses de reposi¢cdo hormonal, a mesma deve
ser suspensa e outro diagnostico deve ser proposto (SCOTT-MONCRIEFF, 2012). E
importante ressaltar que a observacdo da repilacdo ndo € uma avaliagédo fidedigna, visto que a
pelagem de animais eutireoideos também respondera favoravelmente a suplementacdo
hormonal (BEHREND, 2005). Isto posto, esta avaliacdo tem carater subjetivo.

No contexto exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o status funcional
tireoidiano comparado com pardmetros hematoldgicos, bioguimicos, histologicos e
moleculares na pele de cdes da raga golden retriever
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Apreciacdo Bioética

O presente trabalho foi submetido & avaliagcio pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e aprovado sob o
protocolo de niumero 3464210316 (Anexo A).

4.2. Local

Os animais foram provenientes do atendimento clinico da Policlinica Veterinaria
Escola da Faculdade de Medicina Veterinaria de Valenga, localizada em Valenca/RJ e do
Hospital Veterinario da UFRRJ no setor de Pequenos Animais localizado em Seropédica/RJ.
Ambas as instituiches autorizaram a utilizacdo das dependéncias de forma documentada
(Anexo B).

4.3. Animais

O uso dos animais foi consentido por seus tutores de forma documentada (Anexo C).

Foram utilizados 21 cdes da raca Golden Retriever, machos, ndao submetidos a
orquiectomia, com idade variando entre 4 e 12 anos com algum sinal clinico de
hipotireoidismo.

Segundo Hegstad-Davies e colaboradores (2015), ndo ha interferéncia nos exames de
animais sob efeito de ectoparasiticidas, bem como farmacos preventivos de dirofilariose.
Assim sendo, estes animais nao foram excluidos. Em contrapartida, é importante destacar que
nenhum animal vacinado ha menos de 6 meses foi incluido no estudo.

4.4. Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos em 2 grupos experimentais: (1) Grupo controle ou
eutireoideo — Compreende cdes normotireoideos segundo os testes de triagem hormonal; e (2)
Grupo hipotireoideo — Cées com diagnoéstico de hipotireoidismo segundo os testes de triagem
hormonal.

Todos os animais foram submetidos a avaliacdo fisica (escore de condicdo corporal,
coloragdo de mucosas, tempo de preenchimento capilar, temperatura corporal, palpagédo
abdominal e de linfonodos, definicdo de grau de desidratacdo, ausculta cardiopulmonar e
frequéncia cardiorrespiratoria); detalhamento do histérico de cada animal com anamnese
abordando pardmetros como alimentacdo, ingestdo hidrica, producdo urinaria e fecal; e
exames laboratoriais (hemograma, dosagem de alanino-amino-transferase — ALT, aspartato
aminotransferase - AST, creatinina, ureia, colesterol e triglicerideos).

4.5 Obtencdo de amostras sanguineas

As amostras sanguineas foram coletadas por puncdo da veia cefélica de qualquer dos
membros de cada animal, no volume de 3ml e acondicionadas em frascos com anticoagulante
(heparina) para que fossem obtidas as amostras de plasma para elaboragdo do hemograma.
Em frascos simples (sem anticoagulante), foi acondicionado material para determinacdo de
pardmetros hepéticos, lipidograma e pardmetros renais, bem como concentragcdo hormonal.
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4.6 Dosagens hormonais

Todas as dosagens hormonais foram realizadas pelo laboratério TECSA
Tecnologia e Sanidade Animal®, localizado em Belo Horizonte/MG pelo método de
radioimunoensaio.

4.6.1 T4 livre

A mensuracdo de T4 livre foi realizada pela técnica de diélise de equilibrio e
metodologia radioimunoensaio.

4.6.2 TSH

A mensuracéo do horménio estimulador da tireoide enddgeno foi realizada pela
técnica de radioimunoensaio.

4.6.3 Teste de Estimulacdo com TSH

O teste de estimulacéo da tireoide com TSH foi realizado com duas coletas de
sangue com intervalo de 8 horas, sendo a primeira coleta para afericdo de T4 total basal e a
segunda para a mensuracdo de T4 total apos aplicacdo de TSH sintético recombinante humano
(Thyrogen® Genzyme 0,9mg/ml) na dose de 150ug/animal, segundo protocolo previamente
descrito por Boretti e colaboradores (2009).

4.6.4 T4 total

A mensuracdo da tiroxina total foi realizada pela técnica de radioimunoensaio com
amostras do tempo zero (imediatamente antes da aplicacdo de Thyrogen®) e tempo oito de
coletas sanguineas.

4.6.5 Andlise hematoldgica e bioquimica

As amostras foram coletadas de veias cefalicas no volume aproximado de 1ml
em tudo contendo o anticoagulante EDTA para exame hematoldgico e cerca de 2ml em tubos
simples (sem anticoagulante) para analises bioquimicas realizadas no Laborato6rio de Biofisica
do Prédio de Quimica da UFRRJ.

A realizagdo do exame hematologico consistiu de 3 etapas principais: (1)
Hematimetria: hematdcrito, concentracdo de hemoglobina e contagem de hemacias,
permitindo a determinacdo dos indices hematimétricos, volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM); (2) Leucometria: Contagem total de leucdcitos e leucometria especifica; (3)
Plaquetometria.

Para as etapas de hematimetria, leucometria global e plaquetometria, foi utilizado o
equipamento pocH 100iV Diff® da Sysmex. A leucometria especifica foi realizada em
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esfregaco de sangue periférico observado em microscopia Optica em tamanho de 1000x
(objetiva de 100x).

A mensuracdo de ALT, AST, colesterol, triglicerideos, creatinina e ureia foi realizada
através do analisador bioquimico automatizado A15 (Biosystems®) e os kits de reagentes
foram todos da mesma marca.

Para a avaliagdo da atividade enzimética de ALT 25uL de amostra foram adicionados
a 300uL de reagente (Tris 150mmol.L™, L-alanina 750mmol.L?, desidrogenase latica >
1350U.L", pH 7,3, NADH 1,3mmol.L™, 2-oxoglutarato 75mmol.L™, hidréxido de sédio
148mmol.L™", azida soédica 9.5g.LY). O produto formado foi determinado por
espectrofotometria no comprimento de onda de 340nm, expressos em U.L™ (SOCIEDAD
ESPANOLA DE QUIMICA CLINICA, 1987; APPROVED RECOMMENDATION, 1985;
GELLA etal., 1985).

Para a avaliacdo da atividade enzimatica da AST, 25ul. de amostra foram
adicionados a 300pL de reagente (Tris 121mmol.L™, L-aspartato 362mmol.L™, desidrogenase
mélica> 460U.L™, desidrogenase latica > 660 U.L*, pH 7,8, NADH 1.3mmol.L*?, 2-
oxoglutarato 75mmol.L™, hidréxido de sédio 255mmol.L™, azida sédica 9.5g.L™). Os
resultados, expressos em U.L™, foram lidos em espectrofotdmetro a 340nm (SOCIEDAD
ESPANOLA DE QUIMICA CLINICA, 1987; APPROVED RECOMMENDATION, 1985;
GELLA etal., 1985).

Para a determinagcdo da concentracdo de colesterol total, 4 pL de amostra foram
adicionados a 300uL de reagente de cor (Pipes 35mmol.L?, colato de sédio 0,5mmol.L?,
fenol 28mmol.L™", colesterol esterase > 0,2U.mL™, colesterol oxidase > 0,1U.mL™,
peroxidase > 0,8U.mL", 4-aminoantipirina 0,5mmol.L™, pH 7,0). As leituras foram realizadas
em espectrofotdmetro a 505nm, e os resultados expressos em g.L™ (ALLAIN et al., 1974;
MEIATTINI et al., 1978).

Para a determina¢dao da concentragdo de triglicerideos, 3ul. de amostra foram
adicionados a 300uL de reagente de cor (Pipes 45 mmol.L™, 4-clorofenol 6mmol.L™, cloreto
magnésio 5mmol.L?, lipase > 100U.mL™, glicerol quinase > 1,5U.mL™, glicerol-3-fosfato
oxidase > 4U.mL*, peroxidase > 0,8U.mL™*, 4-aminoantipirina 0,75mmol.L™", ATP
0,9mmol.L™®, pH 7,0.). O padrdo usado foi Glicerol equivalente a trioleina 200mg.dL™
(2,26mmol.L™"), na concentragdo de 50g.L". As leituras foram realizadas em
espectrofotdmetro a 500nm, e os resultados expressos em g.L™* (BUCOLO; DAVID, 1973;
FOSSATI; PRENCIPE, 1982).

Para a determinacdo da concentragdo de creatinina, 4ul. de amostra foram
adicionados a 300uL de reagente de cor (Hidroxido de sddio 0,4mol/L, detergente e Acido
picrico 25mmol.L™). O padrdo usado foi na concentragdo de 50g.L™". As leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro a 505nm, e os resultados expressos em pmol.L™ (WEBER;
VAN ZANTEN, 1991; PEAKE; WHITING, 2006).

Para a determinacdo da concentragdo de ureia, 3ulL. de amostra foram adicionados a
300uL de reagente de cor (Tris 100mmol.L™, 2-oxoglutarato 5,6mmol.L™, urease>140U.mL’
! glutamato deshidrogenase > 140U.mL™, etilenglicol 220g.L™, azida sédica 0,95g.L™*, pH
8,0 e NADH 1,5mmol.L™, azida sédica 9,5g.L™"). O padréo usado estava na concentracdo de
50g.L™". As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 540nm, e os resultados
expressos em g.L ™" (TALKE; SCHUBERT, 1965; GUTMANN; BERGMEYER, 1974).

4.7 Bidpsia cutanea

As biopsias cutaneas de cada animal foram realizadas na regido dorso lombar no total
de 3 fragmentos por animal e obedeceram ao seguinte protocolo: anestesia subcutanea com
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cloridrato de lidocaina 1% na dose de 0,7mg/kg; incisdo com punch 0,7mm; sustentacdo do
fragmento cutdneo com pinga anatdmica para corte da base do fragmento com tesoura
cirurgica; sutura descontinua simples com fio nylon 3-0. Os procedimentos sequenciais foram
dependentes do destino de cada amostra cutanea: (1) manutencdo do fragmento embebido em
formalina 10% em superficie lisa ndo absorvente por 10 minutos com posterior
acondicionamento em frasco plastico contendo também formalina 10% no volume
equivalente a cerca de 15 vezes o volume do fragmento. Este material foi submetido aos
procedimentos sequenciais para andlise histopatologica no Laboratério de Anatomia
Patologica e Histopatologia do PSA/UFRRJ; (2) imediato acondicionamento do fragmento em
tubos do tipo Ependorfs que foram transportados em recipiente contendo nitrogénio liquido
para acondicionamento em freezer de -80°C até a execucdo da técnica de PCR em tempo real
para expressdo da desiodases tipo 2 e receptor de HT do tipo Trp no Laboratério de Biologia
Molecular do DCF/UFRRJ.

4.8 Técnica de Reacdo de Cadeia de Polimerase (Polimerase Chain Reaction) em
tempo real (QRT-PCR)

Aos fragmentos congelados em freezer -80°C foram adicionados 750uL de Trizol® e,
posteriormente, foram submetidos a maceracao no aparelho Tissue Lyser LT® (Qiagen) para
ruptura e homogeneizagdo no Laboratorio de Biologia Molecular do Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Foi adicionado de cloroférmio P.A. (100%); os tubos foram agitados por
inversdo por 15 segundos e, em seguida, incubados em temperatura ambiente por 5 minutos.
Posteriormente, foram submetidos a centrifugacdo refrigerada a 4°C (14000RPM por 15
minutos), dando origem a trés fases: superior contendo RNA, intermediaria contendo DNA e
inferior contendo proteinas e possiveis contaminantes.

A porcdo de RNA de cada amostra foi transferida para outros tubos (1,5ml)
previamente identificados nos quais foram adicionados 10pL de solucdo de glicogénio
(20mg/ml). Em seguida, foi adicionado 0,5ml de isopropanol P.A. (100%) gelado para cada
ml de Trizol®. Procedeu-se com agitacdo por inversao seguida de incubacdo em temperatura
ambiente por 10 minutos. Posteriormente, os tubos foram levados a centrifuga refrigerada a
43C (14000RPM por 15 minutos), propiciando a formacéo do pellet de RNA. O sobrenadante
foi desprezado e o pellet foi, entdo, lavado com etanol 75%. Em sequéncia, os tubos foram
levados a centrifuga refrigerada a 4°C (14000RPM por 15 minutos) e, em seguida, os pellets
foram reservados em tubo aberto para secarem por cerca de 90 minutos em temperatura
ambiente. Posteriormente, os pellets foram ressuspensos em 12uL de &gua RNAse free
seguido de homogeneizacdo com pipeta. O passo seguinte foi a incubacdo em banho seco a
60°C por 10 minutos. E, seguida, as amostras foram tratadas com DNAse segundo o protocolo
da Doxyribonuclase 1, Amplification Grade ® Invitrogen na proporc¢do de 1pl de RNA : 1pl
de tampéo : 1ul de DNAse, perfazendo 10ul de volume final. Posteriormente, os tubos foram
incubados em temperatura ambiente por 15 minutos. Apos este periodo de tempo, a reacéo foi
inativada pela adicdo de 1pl de solucdo de EDTA 25mM. Na sequéncia, os tubos foram
aquecidos a 65°C por 10 minutos.

O RNA das amostras foi dosado no espectofotdmetro tipo nanodrop. Em seguida, foi
preparado o mix contendo tampdo RT 10x, Ramdon primers e mix de DNTP. Este produto foi
levado ao termociclador para o preparo da fita complementar de DNA (cDNA). Os primers
foram entdo testados pela curva de melt. Na sequéncia, foram pipetados na placa de leitura
21l de amostra e 8ul dos respectivos mix nos po¢os em triplicata. A placa foi, entéo, selada,
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colocada no aparelho de spin e, em seguida, levada a maquina de PCR em tempo real
(QuantStudio 3) programado para reacao de 10ul e calibrado para ensaio de Sybr Green®.

O gene de referéncia utilizado foi GAPDH. Todos os procedimentos ap0s a extracao
do material foram realizados no Laboratorio de Biologia Molecular do DCF/UFRRJ.

4.9 Histopatotologia

Os fragmentos foram desidratados em alcool, tratados com xilol, embebidos e
incluidos em blocos de parafina. Em seguida, foram cortados em 5um e corados em laminas
de microscopia Optica com hematoxilina-eosina (HE).

4.10 Avaliacao dos sinais clinicos

O escore de condicao corporal foi obtido pelo método semi-quantitativo descrito por
Laflamme (1997).

Caracteristicas relacionadas ao comportamento individual foram avaliadas
durante a anamnese. Nesta, os tutores relataram se houve alteracdo comportamental como
fadiga, apatia, sonoléncia e termofilia. Este ultimo parametro foi avaliado de forma subjetiva
pelo tutor de acordo com possiveis mudancas nos habitos de deitar como animais que
passaram a evitar locais ventilados e com pisos frios, bem como procuraram mais areas
cobertas, camas e/ou aumentaram o tempo de exposicdo solar. Nos quesitos relacionados a
disposigédo do animal, o tutor foi orientado a descartar mudancas induzidas como aumento do
sedentarismo ou reducdo do espaco fisico ou do tempo acompanhado do animal. Outro dado
importante avaliado foi a mudanca de temperamento, com especial atencdo aqueles que se
tornaram agressivos, independente da intensidade. Além disso, histérico de convulsbes e
doencas prévias ou concomitantes também foram catalogados para completa analise clinica de
cada animal.

4.11 Concentracédo de lodo na dieta

A concentracdo de iodo na dieta foi avaliada com andlise da composicdo basica
da racdo comercial oferecida para cada animal estudado contida no ro6tulo. Foram
desconsiderados alimentos caseiros fornecidos, bem como petiscos industrializados.

O célculo da ingestdo diaria de iodo foi realizado a partir da ingestdo média de
300g de racao seca por dia.

4.12 Andlise Estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism (versdo 7.0
para Windows - California, EUA). O intervalo de confianca adotado foi de 95% com P -
valor < 0,05. Foi empregada a estatistica descritiva com método numérico envolvendo
apresentacdes de medidas de posi¢do (média aritmética) e dispersdo (desvio padréo).

Ap06s documentar uma distribuicdo normal (Teste de Shapiro-Wilkensen), os valores
de T4 livre por dialise, TSH, T4 total pré TSH, T4 total p6s TSH, GAPDH e Desiodase tipo
2 foram comparados utilizando o Teste T de Student ndo pareado.
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As concentragdes de iodo nas distintas dietas oferecidas aos animais deste estudo
foram comparadas através da Andlise da Variancia de Medidas Repetidas e expressas apos a
correcdo de Bonferroni.

A hipertrofia do musculo piloeretor e o escore corporal dos grupos experimentais
foram comparados através do Teste Mann-Whitney-Wilcoxon. O Coeficiente de Correlacéo
de Pearson foi utilizado de modo a medir o grau de correlagdo entre o T4 livre por diélise e 0
TSH, T4 e a idade dos animais e 0 TSH com a idade dos animais.
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5 RESULTADOS

Os resultados foram delineados a partir da avaliacdo geral de 21 cédes da Raca Golden
Retriever, machos, ndo submetidos a orquiectomia, entre 4 e 12 anos de idade. Todos foram
submetidos a triagem hormonal com mensuracdo de T4 livre por dialise e TSH. A partir
destes testes hormonais, 12 animais foram selecionados para serem submetidos ao teste de
estimulacdo com TSH e bidpsia de pele para obtencéo de material para analise histopatoldgica
e de PCR para expressao de desiodase do tipo 2, bem como expressdo de receptores de HT do
tipo TRP. Os animais selecionados compreenderam 4 cdes eutireoideos escolhidos de forma
aleatoria dentre o total de 13 possiveis e 8 cdes com diagnostico de hipotireoidismo obtido
pela associacdo da mensuracao de T4 livre por didlise e TSH (figura 10).

T4 livre

W T4 livre abaixo da
referéncia canina

T4 livre dentro da
referéncia canina

Figura 10: Distribuicdo dos animais em dois grupos de acordo com o
resultado da mensuracéo de T4 livre por dialise.

5.1 Aspectos clinicos gerais

5.1.1 Idade

A faixa etéaria dos 21 cdes estudados variou entre 4 e 12 anos (tabela 1), perfazendo a
média de 7,2 anos. Cinco cdes tinham 4 anos de idade (24%), quatro cdes tinham 5 anos de
idade (19%), dois cdes tinham 6 anos de idade (9,5%), quatro cées tinham 8 anos de idade
(19%), dois cées tinham 10 anos de idade (9,5%), quatro cées tinham 12 anos de idade (19%).

Tabela 2: Idade dos animais incluidos no estudo e nimero de animais por idade

Idade (anos) 4 5 6 8 10 12

N° de animais 5 4 2 4 2 4

Com os resultados de T4 livre por didlise associados aos resultados de TSH, foi
possivel distribuir os animais em dois grupos experimentais: (1) Eutireoideos, no qual foram
incluidos 13 animais. Deste grupo, 4 cdes com o maior resultado de TSH foram submetidos
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posteriormente ao teste de estimulacdo com TSH; (2) Hipotireoideos — este grupo
compreendeu 8 animais com T4 livre por diélise abaixo da referéncia normal para a espécie,
com ou ndo TSH acima da referéncia canina.

Ap0s a construcdo de dois grupos experimentais, pode-se perceber que a média
de idade dos cées hipotireoideos foi menor que a média dos eutireoideos, embora ndo haja
diferenga estatistica entre os grupos. Os cdes com hipotireoidismo obtiveram média de 6 anos
de idade e a média do outro grupo foi de 8 anos de idade (figura 11).
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Figura 11. Idade média dos animais em anos de acordo com cada grupo definido. Valores expressos em
média + desvio padréo (p=0,9277).

5.1.2 Avaliacédo dos sinais clinicos

Com relacdo aos sinais clinicos, sdo descritos na tabela 3 alguns aspectos inespecificos
observados nos 21 animais capazes de suscitar a suspeita de hipotireoidismo, motivo pelo
qual foram incluidos no estudo.

O escore de condicdo corporal foi aplicado de acordo com os critérios de Laflamme
(1997) na escala de 1 a 9 (Anexo D). Desta forma, nenhum animal foi caracterizado como
subnutrido; cinco (24%) estavam com escore de condicdo corporal 5; dez foram classificados
como 7 (48%); e seis foram definidos como 9 (28,%). A distribuicdo entre grupos é descrita
na figura 12.

42



10 7

Escore de condigdo corporal (1-9)

Figura 12. Escore de condigéo corporal. A primeira coluna representa os dados correspondentes ao grupo
eutireoideo; e a segunda coluna refere-se aos cdes diagnosticados com hipotireoidismo. Valores expressos
em média + desvio padréo (p=0,3616)

Dos 21 animais, dez (48%) foram referidos com fadiga por parte dos tutores. Os
demais ndo apresentaram modificacdo neste aspecto segundo seus responsaveis.

Das dermatopatias frequentemente associadas ao hipotireoidismo, algumas foram
diagnosticadas previamente aos exames e/ou relatadas pelos tutores (Anexo E). Dentre elas,
apenas dois cdes (9%) apresentaram leucotriquia precoce; trés animais (14%) apresentaram
seborreia; um animal (4%) apresentou facies tragica, oito (38%) foram diagnosticados com
piodermite; dois apresentaram mucinose (9%); e um cdo apresentou mastocitoma cutaneo
(4%). Do total de animais, apenas trés (14%) ndo apresentavam nenhuma alteragédo cutanea.

A agressividade foi incluida neste estudo como um parametro associado a neuropatias
e foi descrita em apenas trés cdes (14%) e outro animal foi diagnosticado com convulsdes
(5%). Os demais n&o foram relatados e/ou diagnosticados com nenhuma neuropatia (81%).

5.2 Concentracgéo de iodo na dieta

Todos os animais estudados eram alimentados, basicamente, com dieta comercial.
Dentre elas, 12 (57%) eram ragdes classificadas como super premium e 9 (43%) premium.

A concentracdo de iodo nas racOes utilizadas variou de 0,83 a 3,0mg (Anexo F),
equivalendo ao consumo de 249 a 900ug iodo/dia.

Dessa forma, foi possivel distribuir as ragdes em trés grandes grupos de acordo com a
concentracdo de iodo contida na recomendacéo de ingestdo diaria da racéo (figura 13). A dieta
1 correspondeu ao grupo no qual as ragGes variaram de 0,83 a 1,28mg de iodo; a dieta 2
variou entre 1,6 a 2,2mg de iodo; e a dieta 3 inclui ragdes que continham 2,7 a 3mg de iodo.
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Figura 13. Nivel médio de T4 livre X concentracéo de iodo na dieta. Valores expressos em média +
desvio padréo (p=N.S).

5.2 Andlise hematoldgica e bioquimica

Os exames laboratoriais inespecificos foram realizados nos 12 cées selecionados para
a segunda fase do estudo. Os exames executados foram: hemograma, ALT, AST, creatinina,
ureia, colesterol e triglicerideos.

Nenhum animal apresentou varia¢fes esperadas para cdes com hipotireoidismo, como
anemia normocitica normocrémica. Dentre as discretas alteraces observadas, a mais comum
foi monocitopenia e as demais podem ser observadas na tabela apresentada no (Anexo G).

A hipercolesterolemia foi constatada em trés cédes (25%); apenas um animal (8%)
apresentou trigliceridemia; e outro (8%) estava com a concentracdo sérica de ureia
aumentada. Os demais parametros bioquimicos analisados estavam dentro dos niveis de
referéncia para a espécie.

5.3 Dosagens hormonais

Todos os 21 animais estudados apresentavam suspeita de hipotireoidismo por algum
dos criterios de inclusdo, sejam eles clinicos ou laboratoriais. Os critérios de exclusédo
compreenderam animais sob uso de algum farmaco ou doenca pregressa diagnosticada em
curso. Além disso, apenas cées com resultados de TSH a partir de 0,15ng/mL (tabela 3) foram
selecionados para a segunda fase do estudo.

Tabela 3: Resultados de dosagens de TSH utilizados como critérios de exclusdo para a segunda fase do
estudo.

Animais 13 14 15 16 17 18 19 20 21

TSH (ng/mL) 0,12 004 015 015 0212 008 009 010 0,04
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Aqueles animais cujos resultados da mensuracdo de TSH mantiveram-nos no estudo,
obtiveram valores entre 0,15 e 0,58ng/mL discriminados na tabela 4. Estes mesmos valores
foram utilizados para apresentar a figura 14 que compara as médias das concentragdes
plasmaticas deste horménio entre os grupos estabelecidos.

Tabela 4: Resultados de dosagens de TSH dos 12 animais selecionados para a segunda fase do estudo.

Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

TSH (ng/mL) 0,22 0,58 0,33 0,28 0,46 021 0,29 015 0,21 0,19 0,17 0,20

TSH (ng/mL)

0.0 T

Eutireoideo Hipotireoideo

Figura 14: Grafico da mensuracdo de TSH em ng/mL. Na primeira barra séo representados os valores de
TSH do grupo eutireoideo; na segunda barra, os valores do mesmo hormdnio do grupo hipotireoideo.
Valores expressos em média + desvio padréo (p=0,0455).

A mensuracdo de T4 livre por dialise resultou em dados (tabela 5) capazes de permitir
a distribuicdo dos animais em dois grupos: (1) Controle ou eutireoideo: valores dentro da
normalidade para a espécie segundo o valor de referéncia laboratorial; e (2) Hipotireoideo:
valores abaixo do limite minimo para caes de acordo com o laboratdrio. E importante ressaltar
gue os dados aqui relacionados excluem os valores de T4 livre por dialise obtidos a partir da
mensuracdo dos 9 animais excluidos da segunda fase do estudo. Estes dados, por sua vez, séo
apresentados na tabela 6.

Tabela 5: Resultado de T4 livre por dialise (T4l/d) obtidos a partir da mensura¢do nos 12 animais
selecionados para a segunda fase do estudo

Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

T4l/d 0,68 06 049 057 048 052 046 0,7 107 163 044 0,57
(0,6 -3,5ng/dL)
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Tabela 6: Resultado de T4 livre por dialise (T4l/d) obtidos a partir da mensuragéo nos 9 animais excluidos
da segunda fase do estudo

Animais 13 14 15 16 17 18 19 20 21

T4l/d 1,10 1,20 1,19 1,02 0,90 1,33 1,01 1,03 0,90
(0,6 -3,5ng/dL)

Os resultados da mensuracéo de T4 livre por didlise sdo, ainda, apresentados de forma
comparativa entre os grupos como na figura 15 exibida a seguir:

T4 livre por dialise (ng/dL)

0.0 T

Eutireoideo Hipotireoideo

Figura 15: Gréafico da mensuracdo de T4 livre por dialise (T4ld) em ng/dL. Na primeira barra sédo
representados os valores de T4ld do grupo eutireoideo; na segunda barra, os valores do mesmo hormdnio
do grupo hipotireoideo. Valores expressos em média + desvio padréo (p=0,023).

A dosagem de T4 total antes e ap6s a estimulacdo com rhTSH é descrita na tabela 7. E
importante analisar os graficos apresentados na figura 16 que demonstram as comparagdes
entre os grupos. E importante perceber que ndo houve diferenca significativa na dosagem de
T4 total basal entre os grupos experimentais.

Tabela 7: Dosagem de T4 total basal e ap6s estimulacdo com TSH

Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
T4t 1,8 169 138 129 1,16 2,35 122 261 3,02 181 1,18 19
basal

T4t pos 3,94 431 455 32 279 56 40 639 585 363 409 381
TSH
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Figura 16: Grafico da mensuracgéo de T4 total basal. Na primeira coluna sdo representados os valores de
T4t do grupo eutireoideo; na segunda coluna, os valores do mesmo horménio do grupo hipotireoideo.
Valores expressos em média + desvio padréo (p=0,0246).

Além desta comparacdo, a seguir (figura 17) sdo observados a media de T4 total de
cada grupo apos estimulacdo com rhTSH. E possivel perceber que ndo houve diferenca
estatistica entre 0s grupos experimentais.

T4t p6s rhTSH

T4t (ug/dL)
D
1

Figura 17: Grafico da mensuracdo de T4 total ap6s estimulagdo com rhTSH. Na primeira coluna séo
representados os valores de T4t do grupo eutireoideo; na segunda coluna, os valores do mesmo horménio
do grupo hipotireoideo. Valores expressos em média + desvio padréo (p=0,1826).
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O resultado do teste de estimulacdo com TSH é apresentado a seguir. Sdo exibidos
dois graficos (figuras 18 e 19) nos quais o primeiro representa o teste realizado no grupo de
animais eutireoideos e o segundo, 0 mesmo teste realizado no grupo hipotireoideo. E
interessante observar que em ambos 0s grupos houve diferenca estatistica quando comparadas
as mensuracOes de T4 total pré e pds-TSH, sendo p<0,05 e p<0,001, respectivamente.

Grupo eutireoideo

T4t (ugi/dL)
S
1

Figura 18: Gréfico representanto o teste de estimulacdo com rhTSH realizado no grupo eutireoideo. Na
primeira coluna é representada a media dos valores de T4t basal; na segunda coluna, a média dos valores
apos estimulagdo com TSH. Valores expressos em média + desvio padréo (p<0,05).

Grupo hipotireoideo

* % %

T4t (pg/dL)

Figura 19: Grafico representanto o teste de estimulagdo com rhTSH realizado no grupo hipotireoideo. Na
primeira coluna é representada a média dos valores de T4t basal; na segunda coluna, a média dos valores
apos estimulagdo com TSH. Valores expressos em média + desvio padréo (p<0,001).
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5.4 Analise molecular - qRT-PCR

A analise molecular pelo método de PCR em tempo real foi realizada tendo
como gene de referéncia 0 GAPDH. A figura a seguir exibe o resultado comparativo da média
da expressdo deste gene na pele dos 12 animais estudados distribuidos em dois grupos (figura
20). N&o houve variacao estatistica entre 0s grupos experimentais.

Expressdo mRNA GAPDH

Figura 20: Expressdo de mRNA GAPDH. Gréfico exibindo a auséncia de diferenca significativa entre os
grupos. Na primeira coluna é representada a média dos valores de GAPDH do grupo eutireoideo; na
segunda coluna, a média dos valores de GAPDH do grupo hipotireoideo Valores expressos em média +
desvio padréo (p=0,2652).

A andlise da expressdo de mRNA da desiodase do tipo 2 na pele dos 12 animais
incluidos na segunda fase gerou o grafico a seguir (figura 21). Neste, pode ser observada a
auséncia de variagéo significativa entre 0s grupos.
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Figura 21. Expressdo de mRNA Desiodase tipo 2. Gréfico exibindo a auséncia de diferenca significativa
entre os grupos. Na primeira coluna é representada a média dos valores de D2 do grupo eutireoideo; na
segunda coluna, a média dos valores de D2 do grupo hipotireoideo. Valores expressos em média + desvio
padréo (p=0,3911).

A anélise da expressdo de mRNA do receptor de horménios tireoidianos do tipo Trf
na pele dos 12 cdes estudados gerou o gréfico a seguir (figura 21). Neste, pode ser observada
a auséncia de variacao significativa entre 0s grupos.

Expressdo mRNA Trp

Figura 21. Expressio de mRNA Trf. Grafico exibindo a auséncia de diferenca significativa entre os
grupos. Na primeira coluna é representada a média dos valores de Trp do grupo eutireoideo; na segunda
coluna, a média dos valores de Trf do grupo hipotireoideo. Valores expressos em média + desvio padréo

(p=N.S).
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5.5 Aspectos histopatologicos

5.5.1 Epiderme

A atrofia epidérmica foi constatada em 100% dos 12 animais avaliados (figura 22).
Apenas uma amostra (8%) apresentou espongiose, assim como apenas outra amostra (8%)
apresentou hiperpigmentacdo. Com relagdo a hiperqueratose superficial, nenhuma leitura
histologica revelou este pardmetro nem com caracteristicas de ortoqueratose ou de
paraqueratose, e apenas trés animais obtiveram resultados compativeis com hiperqueratose
folicular (25%). Nao houve resultados positivos para acantose, exocitose, hipergranulose ou
epidermite (Anexo H).
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Figura 22. Fotomicrografia de epiderme. Verifica-se atrofia superficial. HE, Obj. 10X.

5.5.2 Derme

Alguns parametros dérmicos estavam presentes em 100% das amostras. Sao
eles: mixedema, vacuolizacdo do musculo piloeretor e hipertrofia do mesmo (figura 23),
sendo este dado considerado leve em 50% das amostras e moderado nos outros 50%. A atrofia
dérmica ndo foi constatada em nenhuma amostra, bem como a incontinéncia pigmentar e
sinais inflamatorios. Com relacdo a andlise histologica das glandulas sudoriparas, 10 amostras
(83%) encontravam-se em ectasia e as duas outras (16%) estavam normais; as glandulas
sebdceas foram todas (100%) descritas sem alteracdes (figura 23). A fase folicular
predominante em nove amostras (75%) foi a telogénica, enquanto duas amostras (16%)
tiveram predominio da fase anagénica e apenas uma foi classificada como predominantemente
catagénica (8%). Foliculos pilosos em fase kendgena acompanharam principalmente as
dermes com predominio telogénico (figura 24). A caracterizagdo de foliculos em chama
(figura 25) foi observada em oito amostras (67%) (Anexo I).
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Figura 23. Fotomicrografia. Em derme, glandulas seb&ceas sem particularidades, esparsamento
das fibras coladgenas e moderada vacuolizagdo e hipertrofia de musculo piloeretor. HE, Obj. 25X.

Figura 24. Fotomicrografia. Em derme, verifica-se foliculo piloso em fase kendgena. HE, 16x.
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Figura 25. Fotomicrografia. Em derme, verificam-se foliculos pilosos em fase teldgena, exibindo
queratinizacéo tricolemal — Foliculo em “chama”. HE, 25x
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6 DISCUSSAO

O desafio que ainda representa o diagndstico de hipotireoidismo em cées foi o motivo
pelo qual esta endocrinopatia nos despertou interesse para a elaboracdo deste estudo. A
possibilidade de encontrar respostas para ddvidas clinicas no processo fisiopatoldgico em
niveis moleculares vem encantando pesquisadores na area e tornando possivel rebuscar a
conduta médico-veterinéria aplicada. Em contrapartida, é sabido que, em ensaios clinicos,
encontram-se inumeros fatores varidveis que podem interferir nos resultados e conclusdes
(CREDILE et al., 2011). A partir desta premissa, optou-se por analisar os parametros deste
trabalho em cées de uma Unica raca, sendo escolhida a Golden Retriever por esta estar entre as
mais citadas ragas predispostas ao hipotireoidismo, a fim de minimizar as variantes inter-
raciais (WALTON et al., 2001; FERGUSON, 2007; HEGSTAD-DAVIES et al., 2015).
Outrossim, é indiscutivel a influéncia de hormonios sexuais no que tange o status tiredideo de
qualquer organismo, especialmente em fémeas (PANCIERA et al., 2012; THUROCZY et al.,
2016.). Dessa forma, foram excluidas fémeas independente da fase do ciclo estral. Tambem
sdo ditos como possivelmente predispostos animais submetidos a gonadectomia, tanto machos
como fémeas (DIXON et al., 1999). Este fator deve ser avaliado com cautela visto que a
propensdo € que, com o passar dos anos, a maioria dos animais seja esterilizado. E, como
animais com idade avancada podem sofrer de hipotireoidismo mais facilmente, esta pode ser
uma estatistica tendenciosa. Outro fator importante é a possibilidade da tireoidite autoimune
ser induzida por distarbios imunoldgicos sistémicos de origem natural ou estimulacdes
adquiridas artificiais, como a vacinacdo (FERGUSON, 2007). Por este motivo, cdes vacinados
h& menos de seis meses da coleta de material ndo foram incluidos no estudo.

6.1 Aspectos clinicos

A faixa etaria dos cdes estudados corrobora dados da literatura. Segundo fontes
publicadas, os casos de hipotireoidismo em cées se concentram entre seis e dez anos de idade
(SCOTT et al., 2001; GROSS et al., 2005). Ndo obstante, alguns autores relataram a queda
fisiologica dos niveis séricos de T4 em cdes a partir de seis anos (REIMERS et al., 1990),
embora as razGes para esta reducdo ainda sejam especulacGes. Sdo apontadas possiveis
associacfes com doencas néo tireoidianas, reducdo da responsividade da tireoide ao TSH ou,
ainda, fibrose, atrofia idiopatica e alteracdes degenerativas da glandula (SCOTT-
MONCRIEFF, 2012). Ainda assim, esta variagdo gira apenas em torno de 1%, segundo
Hegstad-Davies e colaboradores (2015). Estes autores acreditam que o efeito da idade pode
diminuir a responsividade a retroalimentacdo do eixo HHT, bem como 0 mesmo pode ocorrer
em possiveis doencas ndo tireoidianas ou hipotireoidismo subclinico. De qualquer forma, este
paradigma néo foi observado em nosso estudo. N&o houve correspondéncia entre o avancgo da
idade dos 21 animais e a queda nos niveis de T4. Comparativamente, 0 mesmo foi observado
nos niveis de TSH sérico, isto é, a idade ndo foi um fator associado a elevacdo da
concentracdo deste horménio. E importante refletir se esta desvinculacdo pode ter ocorrido
devido ao numero total de animais estudados, 0 que pode ter permitido uma lacuna nesta
analise. Portanto, fica claro que esta ndo é uma conclusdo definitiva do presente estudo até
que 0 mesmo seja reproduzido com amplificagcdo do nimero de cées analisados.

E sabido que a suspeita de hipotireoidismo em cdes pode acontecer por diversos
indicios. As alteragdes compativeis com a endocrinopatia podem surgir de forma isolada ou
com combinagdes aleatérias (SCOTT-MONCRIEFF, 2007). Todos os animais incluidos no
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estudo apresentavam pelo menos algum sinal clinico sugestivo de hipotireoidismo. Dentre
eles, os distarbios metabdlicos merecem destaque. Nestes, foram incluidos a fadiga,
observada em quase a metade dos animais (47%), termofilia que foi pouco relatada (25%) e a
obesidade ou ganho de peso, observados em 76% do total de 21 animais. Estes Ultimos
parametros foram analisados a fim de determinar associacdo ou ndo a intolerancia ao
exercicio.

De fato, o ganho de peso € um problema crescente em cées, especialmente no que se
refere aos habitos modernos de reduzida atividade fisica e maior motivacdo alimentar
(CORBEE, 2012). A literatura norteia, ainda, sobre o aumento da obesidade em criancas e
animais de companhia criados por responsaveis que ndo praticam exercicios fisicos, bem
como fazem uso de alimentos praticos industrializados e hipercaléricos (GERMAN, 2015).
Todavia, embora neste estudo 76% dos animais estivessem acima do escore corporal ideal,
apenas 43% destes foram relatados como sedentarios. Sem duvida, € importante refletir sobre
a possibilidade de omissdo de habitos alimentares indesejados por parte dos tutores, como
facil acesso a alimentos altamente caloricos. Todavia, independente deste fato, estudos
recentes (MAO et al., 2013) incluem o Golden Retriever como raca predisposta a obesidade
independente de sua origem. Outrossim, pesquisadores da Universidade de Cambridge
(RAFFAN et al., 2016; DAVISON, L. J. et al., 2017) vém estudando a associa¢cdo genética
com a obesidade em cdes. Particularmente, em Labradores Retrievers foi descoberta a
deplecdo de um gene da POMC capaz de alterar o apetite e influenciar no balanco energético
destes animais. Dada a proximidade genética entre as racas do grupo Retriever, ndo €
elucubracdo extrapolar estes dados e sugerir que os Goldens Retrievers possam sofrer da
mesma afeccdo ou algo semelhante ao relatado em Labradores. De qualquer forma, novos
estudos nesta linha de pesquisa precisam ser publicados para aprofundar esta analise.

Outros sinais clinicos comumente observados nos animais estudados foram as
dermatopatias. Sabe-se que os hormonios tireoidianos sdo fundamentais para a manutengao da
salde tegumentar. Assim sendo, a reducdo da concentracdo deste horménio, reflete em sinais
clinicos importantes. Independente da etiologia, a pele é o 6rgdo que, em muitos casos,
manifesta as alteracbes mais precocemente observadas por parte dos tutores e podem ser
relacionadas com o hipotireoidismo tanto em cdes, como em humanos (BURMAN;
MCKINLEY-GRANT, 2006; SAFER 2011). Por outro lado, ndo se pode negligenciar o fato
de que, como a pele permite visualizacdo de sua afeccdo por parte dos responsaveis, esta
relagdo entre hipotireoidismo e dermatopatias pode néo ser tdo expressiva e apenas significar
gue o incdmodo visual e, por vezes, olfativo relacionado a disturbios tegumentares faz com
que os tutores busquem avaliacdo profissional muito mais frequentemente do que por
afeccdes silenciosas como cardiopatias ou dislipidemias, por exemplo. Muito embora nédo se
discuta a acdo direta dos horménios tireoidianos na pele, os sinais dermatoldgicos
frequentemente observados ndo sdo necessariamente devidos ao disturbio tiredideo. Estudos
mostram que a relagdo entre hipotireoidismo e dermatopatias ndo é estrita (SAFER, 2013).
Ndo se pode esquecer que os hormdnios tireoidianos aumentam a atividade celular e
consequentemente colaboram para a melhora do tecido cutdneo como um todo (BURMAN;
MCKINLEY-GRANT, 2006). Além disso, este aumento também favorece o curso do ciclo de
vida dos pelos, contribuindo para que a fase telogena e kenogena nao perdurem (DIXON et
al., 1999; MUNTENER et al., 2012). Dessa forma, o estimulo para a ativacdo da fase
anagénica beneficia a troca da pelagem por uma mais nova, mais brilnosa e menos
quebradica. Assim, tem-se pelagem geralmente opaca e falha no hipotireoidismo e
recuperacdo com a reposicdo hormonal. Este fator deve ser levado em consideragdo quando o
médico veterinario faz a avaliacdo clinica durante o tratamento com tiroxina. Como o paciente
tende a se apresentar com pelagem de melhor qualidade, isto pode interferir no entusiasmo do
tutor e cabe ao profissional avaliar outros parametros que possam distinguir este dado com a
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real resposta positiva frente ao tratamento. Adicionalmente, outros estudiosos advogam pelo
aumento da resposta imune humoral e celular frente ao estimulo de HT, o que pode repercutir
na diminuicdo de infecgbes oportunistas, especialmente na pele, tdo comuns em cées com
suspeita de hipotireoidismo (MILLER; POPIEL; CHELMONSKA-SOYTA, 2015). No
entanto, pouco se pode afirmar sobre a relagédo direta entre sinal clinico e a melhora associada
a reposicdo hormonal neste caso.

6.2 Concentragéo de lodo na dieta

Com relacdo aos aspectos nutricionais, diversos pesquisadores estudaram a influéncia
do teor de iodo na dieta canina no que tange o status tiredideo (BELSHAW et al., 1975;
CASTILLO et al., 2001; PEIXOTO et al., 2012). Nao obstante, os estudos disponiveis ndo
sdo consistentes com relagdo ao desenvolvimento do hipotireoidismo a partir do conhecido
efeito Wolff-Chaikoff decorrente de possiveis altos teores de iodo nas racdes comerciais. E
interessante destacar que, no Brasil, o Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) ndo exige que sejam declarados no rétulo das racdes comerciais 0s valores minimos
e maximos dos microelementos. Como ndo ha exigéncia nacional para os valores de
referéncia de iodo nas ra¢bes comerciais, as empresas de racdo e a ANFAL pet, Associacao
Nacional dos Fabricantes de Alimentos para Animais de Estimacédo, baseiam-se em tabelas de
recomendacdes nutricionais elaboradas por 6rgaos internacionais especializados no assunto
como AAFCO e FEDIAF. A descrigéo de enriquecimento por quilograma do produto contida
nas embalagens que engloba vitaminas e microelementos contém os niveis esperados de cada
mineral. Todavia, este célculo é baseado nas concentragdes do elemento-traco incluidas no
premix utilizado, desconsiderando dessa forma, o teor acumulado nos demais ingredientes
adicionados a formulacdo. Em outras palavras, a concentracdo contida no produto é,
provavelmente, maior do que a divulgada no rotulo, ainda que este aumento seja infimo.
Diante disto, poder-se-ia supor que 0s caes estariam expostos ao consumo de niveis de iodo
capazes de induzir o hipotireoidismo. Nao obstante, em nosso estudo, os cées eram
alimentados com racdes comerciais variadas dentre as quais, 0s niveis de iodo por quilograma
do produto variaram de 0,83 a 3,0mg (Anexo F). Considerando o consumo médio de 300g de
racao por dia para cada animal, foi possivel observar que o consumo de iodo diario por céo foi
de 249 a 900ug, estando, portanto, até quase cinco vezes acima dos valores recomendados
para o consumo diario de iodo para a espécie, corroborando estudos prévios (CASTILLO
2001; PEIXOTO et al., 2012). Segundo os autores, cdes devem consumir no maximo 200ug
de iodo por dia. Estes dados sugerem que atualmente diversas marcas disponiveis no mercado
poderiam estar influenciando o status tiredideo dos animais consumidores, com relacdo a
abundancia de iodo nas formulagdes. Vale destacar que omissGes com relacdo a ingestdo de
outros alimentos ndo foram consideradas nesta analise. Portanto, as concentracfes de iodo
relatadas neste estudo sdo consideradas minimas para cada animal. Isto torna possivel que
estes cdes venham ingerindo ainda mais iodo do que o percentual calculado.

Em contrapartida, apesar de todos os 21 animais do estudo estarem expostos ao
excesso de iodo nas racdes, o diagnostico de hipotireoidismo ndo pode ser afirmado em
nenhum dos casos. Quando analisamos os valores de referéncia para a espécie, € possivel
obter oito cdes hipotireoideos. Todavia, novas referéncias raciais estdo surgindo e, dessa
forma, uma avaliacdo mais refinada € categdrica em demonstrar que estes mesmos oito
animais outrora hipotireoideos sdo, na realidade, eutireoideos (HEGSTAD-DAVIES et al.,
2015). E importante destacar que a tireoide de animais sob o efeito Wolff-Chaikoff também
responde a estimula¢do com TSH. Assim sendo, mesmo que estes animais estivessem sob este
efeito, o diagnostico de hipotireoidismo primario seria descartado pelo teste de estimulagéo
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com TSH. Nao obstante, multiplos fatores necessitam ser avaliados para categorizar o efeito
Wolff-Chaikoff (CALIL-SILVEIRA et al., 2016). Neste contexto, uma vez que as etapas da
sintese de HT que sdo inibidas pelo excesso de iodo sdo moleculares, esta avaliacdo em cées
necessita cautela e deveria ser executada a partir de bidpsia da tireoide ou no periodo post
mortem imediato para que se realize, no minimo, a avaliacdo da atividade do co-transportador
NIS e da enzima TPO. Portanto, qualquer sugestdo estritamente clinica sobre o tema passa a
ser especulativa. Além disso, considerando a caracteristica transitéria do efeito Wolff-
Chaikoff (CALIL-SILVEIRA et al., 2016), a terapéutica mais simples e objetiva deveria ser
baseada na modificacdo da dieta oferecida ao animal acometido, visto que tal fenémeno é
iodo-dependente, ou seja, com a redugdo da concentracdo do microelemento, os tiredcitos
tendem a voltar ao seu perfeito funcionamento, dispensando, assim, a necessidade de terapia
repositéria hormonal.

Neste contexto, quando os resultados sdo analisados com a distribui¢do precoce em
dois grupos (eutireoideos e hipotireoideos), nota-se que oito dos 21 animais estudados
poderiam ser submetidos a inadequada suplementacdo com tiroxina. Como, até 0 momento,
0s beneficios da levo-tiroxina sdo exaltados em detrimento de seus possiveis efeitos
deletérios, especialmente em curto prazo, estes animais provavelmente se apresentariam com
maior atividade, perda de peso e melhora do pelame. Isto €, mesmo que de fato estes animais
sofressem do efeito Wolff-Chaikoff, a reposicdo com tiroxina continuaria sendo capaz de
estimular os receptores de HT e todas as suas consequéncias bioquimicas. Estes fatores, entre
outros possiveis, corroborariam o entusiasmo por parte do tutor, bem como do médico
veterinario. Em contrapartida, alguns efeitos indesejaveis poderiam surgir de forma
mascarada e serdo discutidos mais a frente.

6.3 Analise hematoldgica e bioquimica

A literatura cita que até 50% dos cdes com hipotireoidismo apresentam anemia
normocitica normocrémica (PARRY, 2013). Em nossos resultados, nenhum dos animais
obteve o resultado de anemia. Uma vez que estes cdes provavelmente ndo séo hipotireoideos
verdadeiros, de fato ndo seria esperado encontrar reducdo da série vermelha nos exames
destes animais. Caso os valores de referéncia para Goldens Retrievers ndo tivessem sido
levados em consideracdo, 0 hemograma perderia 0 poder de auxilio na triagem destes
pacientes. Isto é, teriamos oito animais hipotireoideos que ndo cursaram com anemia. Ainda
assim, independente do valor de referéncia utilizado, o resultado estaria dentro do previsto,
visto que metade dos animais com diagndstico de hipotireoidismo nédo apresenta anemia.

A dosagem de colesterol identificou trés animais (37,5%) portadores de
hipercolesterolemia e apenas um animal (12,5%) com hipertrigliceridemia. E interessante
perceber que estes quatro cdes seriam considerados hipotireoideos se a referéncia hormonal
canina tivesse sido considerada correta. Como estes cdes pode ser excluidos do diagnostico de
hipotireoidismo com a referéncia hormonal racial, é importante entender que a causa deste
aumento serico de colesterol e triglicérides ndo é proveniente da reducdo dos niveis
plasméticos de HT. Assim sendo, outras doencas de base precisam ser pesquisadas nestes
animais para que a terapéutica adequada seja estabelecida. Ademais, a partir dos dados
analisados, ndo se pode afirmar que resultados altos de colesterol e/ou triglicérides sejam Uteis
na suspeita de hipotireoidismo em cées. Talvez estes pardmetros possam ter sido Uteis quando
a comparagéo dos valores hormonais néo era tao refinada. Portanto, novos estudos necessitam
avaliar estes parametros bioquimicos em comparacdo com referéncias hormonais mais
especificas.
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Segundo Pessina e coautores (2014), o aumento das taxas relacionadas ao
metabolismo hepético ndo ocorre em grande parte dos cdes com hipotireoidismo. De acordo
com nossos resultados, podemos sugerir que a taxa de ocorréncia seja ainda menor, uma vez
que os animais estudados podem n&o ser de fato hipotireoideos. Ou seja, € possivel que o
aumento destas taxas ndo tenha sido identificado devido ao metabolismo normal destes
animais.

E importante destacar que a funcdo hepatica normal é importante para o metabolismo
tireoidiano, uma vez que este 6rgdo é o principal local de conversdo de T4 em T3 através da
acao da desiodase tipo 1. Além disso, nele ocorre a sintese de proteinas carreadoras dos HT
como TBG e albumina (ADLER; WATORFSKY, 2007, 2007). Estas proteinas estdo
diretamente relacionadas com a concentracao de T4 total.

Os dados obtidos relacionados a funcdo renal ndo apresentaram variagdo quando
comparados aos valores de referéncia. Da mesma forma que outros parametros, este resultado
foi esperado visto que todos os cées sdo, provavelmente, normotireoideos.

Além de todas as possiveis influéncias questionadas até o momento, é importante
ressaltar que outras possibilidades ndo foram descartadas. Pessina e colaboradores (2014)
destacaram os fatores idade e género como pilares para a interpretacdo de exames auxiliares
no diagnostico de doencas enddcrinas. Nao obstante, a influéncia de hormonios sexuais na
concentracdo plasmatica fisiologica de colesterol e de triglicerideos é mal definida na
literatura. Enquanto alguns autores advogam que as fémeas normalmente apresentam taxas
maiores de ambos 0s compostos, outros ndo reportam diferencas atribuidas ao sexo
(PESSINA et al., 2014).0utro fator interessante a ser considerado é que a referéncia utilizada
para os niveis de colesterol e triglicerideos é também canina. Neste mesmo contexto, nosso
estudo salienta a importancia de considerar erro na interpretacdo de exames devido a falhas
nos parametros de referéncia generalistas disponiveis na medicina veterinaria.

6.4 Dosagens hormonais

Os parametros hormonais devem ser sempre considerados em associagdo com a
avaliacdo clinica. De um modo geral, é a partir desta analise em conjunto que se suscita a
suspeita de hipotireoidismo.

Ha diversos obstaculos para firmar o diagnéstico de hipotireoidismo em cées, por este
motivo, alguns autores definem os consagrados padrdes para hipotireoideos primarios, ou
seja, valores plasmaticos de T4 total e/ou livre abaixo da referéncia para a espécie associados
a elevacdo de TSH, como diagnostico presuntivo de hipotireoidismo primario (DIXON et al.,
1996; GIZA et al., 2016).

A literatura reforca que a mensuracdo de TSH isolada ndo tem indicacao e, portanto,
deve ser sempre conectada aos niveis de T4 (BEHREND, 2005). E interessante destacar que a
mensuracdo plasmatica de T3 é tambem definida como avaliagdo inconsistente. Dessa forma,
sabe-se que niveis normais de T3 ndo descartam a doenca, bem como niveis abaixo da
referéncia também ndo a confirmam. Esta caracteristica varidvel da dosagem sérica de T3
estd, entre outros motivos, atrelada a atividade das desiodases, em especial, D2 e D3. A
desiodase do tipo 2 (D2) € a principal fornecedora de HT intracelular na sua forma ativa em
todo o organismo (GEREBEN et al., 2008) e tem como principal tarefa ajustar o nivel
intracelular de T3, sugerindo um papel protetor diante de falhas na oferta de HT (RUDAS et
al., 2005). Esta particularidade se d& devido ao aumento da estimulagdo da conversdo de T4
em T3 frente a reducdo da concentracdo de HT que ocorre no hipotireoidismo. Esta condigédo
culmina com a preservacdo dos niveis séricos de T3 por um periodo. Em associacéo a isto, D3
é responsiva a elevacdo de T3 e, por sua vez, reduz o clearance deste hormonio
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concomitantemente. Dessa forma coordenada, estas enzimas contruibuem para a manutencao
dos niveis de T3 e tornam a mensuracdo deste hormoénio uma péssima escolha na tentativa de
diagnosticar o hipotireoidismo (GEREBEN et al., 2015). Antigamente, acreditava-se que a
dosagem de T3 reverso (T3r) seria um exame ouro na distingdo entre hipotireoidismo
primario e doenca ndo tireoidiana, uma vez que estas sindromes cursam com resultados
distintos neste exame. Todavia, estudos subsequentes ha muitos anos demonstraram que a
mensuracdo de T3r ndo tem acurdcia suficiente para discriminar estes diagnosticos
diferenciais (BURMEISTER, 1995).

Considerando os principais hormonios dosados para confirmacdo da endocrinopatia
em questdo, o baixo custo da dosagem sérica de T4 total quando comparado a mensuracao de
T4 livre por dialise faz a primeira ser de boa aceitagdo por parte dos tutores. Além disso, a
dosagem de T4 total € um método interessante para triagem diagnostica de hipotireoidismo
em cdes devido a sua alta sensibilidade. Segundo Behrend (2005), é improvavel que um céo
seja verdadeiramente hipotireoideo com niveis séricos de T4 total dentro dos valores de
referéncia. Ndo obstante, a baixa especificidade deste teste compromete o uso frente ao
diagnéstico final desta endocrinopatia (BORETTI et al.,, 2009). Outrossim, estudos
evidenciam que a captacdo de HT pelos tecidos € proporcional, ainda que nao seja limitada a
isto, a porgdo livre de T4 circulante e ndo ao T4 total (DAMINET; FERGUSON, 2003). Por
estes motivos, aliados ao fato da mensuracao de T4 livre por dialise ser um método de maior
acurécia quando comparado ao T4 total, uma vez que esta andlise sofre menos influéncia de
doencas nao tireoidianas (BEHREND, 2005), o T4 livre por dialise foi escolhido para triar os
cées de nosso estudo na tentativa de definir 0s grupos experimentais.

E importante destacar que nenhum animal foi submetido aos exames hormonais
durante a manifestacdo clinica de quaisquer dermatopatias ou sob terapias que
comprovadamente influenciariam no eixo HHT.

6.4.1 T4 livre por didlise

Os valores de referéncia para a dosagem de T4 livre por didlise para cdes variam entre
laboratérios, sendo os mais frequentes de 0,6 a 3,5ug/dL. E imprescindivel compreender que
estes valores sdo ditos como normais para a espécie canina como um todo, desconsiderando
fatores raciais, etarios e sexuais. Portanto, inicialmente, os resultados obtidos a partir da
mensuracao plasmatica de T4 livre por didlise, incitam a separacdo de dois grupos de caes
(eutireoideos e hipotireoideos), como observado na figura 13. Esta € uma constatacdo
recorrente na atuacdo clinica do médico veterinario. Do ponto de vista diagndstico, trata-se de
um erro rotineiro. Isto porque, ao analisarmos os resultados de T4 livre por dialise obtidos em
comparacao aos niveis de referéncia para a raca Golden Retriever, segundo a publicacdo de
Hegstad e colaboradores (2015), fica claro que, na verdade, estes valores sdo considerados
normais para estes animais, contradizendo os testes habituais. Isto posto, apos a coleta de
dados de todos os 21 animais estudados, entende-se que, na realidade, nenhum dos resultados
obtidos de T4 livre contempla um c&o com hipotireoidismo. Dessa forma, se utilizarmos este
parametro de referéncia para este estudo, diversos outros resultados se tornam melhor
compreendidos. Quando somamos nesta analise os resultados da analise hematologica e
bioquimica, histopatologia e diagndstico molecular, podemos sugerir que as alteragdes
clinicas ndo estdo relacionadas com hipotireoidismo de fato. E fundamental que se perceba
que ndo ha na descrigdo dos resultados clinicos algum fator patognomonico desta doenca
porgue, na verdade, todos 0s possiveis sinais clinicos associados ao hipotireoidismo em cées
sdo completamente inespecificos.
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Dentro de nossos dados, dois resultados de T4 livre (9%) poderiam ter sido avaliados
como limitrofes para a referéncia canina deste hormonio, se considerada 0,6ng/dL e 0 mesmo
ocorreria se considerada a referéncia de 0,7ng/dL de outros laboratorios. Um equivoco muito
comum na clinica de pequenos animais € firmar o diagnostico de hipotireoidismo em cées
com resultados de T4 livre por didlise proximo do valor minimo de referéncia para a espécie.
E importante ressaltar que ha décadas diversos autores ja descrevem que estes resultados
limitrofes sdo frequentes em pacientes com doencas ndo tireoidianas, 0 que, a principio, nao
justifica a terapéutica (KAPTEIN et al., 1981; WATORFSKY; BURMAN, 1982; CHOPRA,
1998).

6.4.2 Teste de estimulacdo com TSH

O teste de estimulagdo com TSH recombinante humano (rhTSH) é referido como o
exame de melhor acuracia para detectar hipotireoidismo em cdes (CAMPOS et al., 2012). Ha
mais de 3 décadas, o Unico TSH disponivel para teste de estimulacdo da tireoide tanto em
humanos como em cées tinha origem bovina (CAMPOS et al., 2012). Devido a relatos de
efeitos adversos observados nas duas espécies, nos anos 90 surgiu 0 TSH de origem humana.
Com o advento do uso do TSH recombinante humano, ndo foram relatados efeitos adversos
em humanos quando respeitada a dose e a via intramuscular de administracdo. Em
contrapartida, em cédes a aplicacdo do farmaco na musculatura foi descrita como dolorosa
(CAMPOS et al., 2012) e menos consistente no que tange a avaliacdo de resultados quando
comparada a aplicacdo venosa. O mesmo foi relatado para a aplicacdo subcutanea
(FERGUSON, 2007). Com relagdo a efeitos adversos, o protocolo intravenoso com a dose
méaxima de 150pg/animal em dose Unica ndo induziu tais consequéncias em cées acima de
20kg de peso corporal. De acordo com Boretti e colaboradores (2009), para animais acima de
10kg a dose de 150ug/animal permite maior precisao para distinguir a forma primaria da
secundéria. Além disso, com a dose utilizada, é possivel refinar o diagnéstico a fim de
classificar o hipotireoidismo como primario, visto que cdes com doenca nado tireoidiana
exibem resultados inconsistentes de hipotireoidismo (CAMPOS et al., 2012). Nao obstante,
alguns autores descreveram que 0 uso repetido por até 3 dias seguidos na dose de
75pg/animal provocou a manifestacdo de efeitos indesejados (BORETTI et al., 2009;
CAMPOS et al., 2012; SCOTT-MONCRIEFF, 2012). Independente de tais fatos, Daminet
(2007) e Boretti (2009) e todos os coautores sdo categoricos ao advogar a favor do protocolo
reproduzido em nosso experimento. 1sso porque, segundo os autores, a estimulacdo por 3 dias
ndo melhora a acuracia do teste quando comparada a dose Unica. Outrossim, estimular a
tireoide canina com rhTSH é comprovadamente um método bastante seguro segundo nossa
avaliacdo, corroborando dados da literatura (CAMPOS et al., 2012). Com nossos resultados,
foi possivel ratificar estes dados através da analise de diversos fatores clinicos como
frequéncia cardiorrespiratéria, tempo de preenchimento capilar, coloracdo de mucosas,
temperatura, bem como avaliagdo de reflexo pupilar e de percepcdo do animal frente a
estimulos ambientais. Estes resultados foram de suma importancia no que tange a auséncia de
efeitos ndo desejados com o uso de rhTSH, uma vez que a literatura pouco cita a analise
detalhada destes parametros. Diante de todos esses dados, o custo do hormonio sintético para
a estimulacéo da tireoide se torna o Gnico impeditivo para seu uso rotineiro na préatica clinica.

A interpretacdo do teste pode variar de acordo com a literatura consultada.
Independentemente deste fato, uma vez que a tireoide seja estimulada pelo TSH, o resultado
esperado de um cdo sem doenca tireoidiana € o aumento dos niveis de HT. Mais
especificamente, em 2007, Daminet e colaboradores descreveram que a interpretacdo do teste
de estimulacdo com TSH deve ser negativa para hipotireoidismo quando o valor pés TSH
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exceder 40nmol/L e/ou ocorrer uma aumento de pelo menos 20nmol/L entre os valores
obtidos. Em nosso estudo, apenas um dos 12 cées obteve resultado abaixo do ponto de corte
citado, porém a variacdo entre os resultados pré e pds TSH foi de 20,7nmol/L. Esta variacdo o
coloca dentro dos valores normais de referéncia. Ainda que houvesse questionamento com
relacdo ao valor limitrofe, outra analise do teste enddcrino pode ser realizada. Dois anos apés
desta referéncia de interpretagé@o, Boretti e coautores descreveram que, na verdade, o valor de
T4 total apos a estimulacdo deve ser acima de 2,5ug/dL e 1,5 vezes maior que o valor de T4
total basal, isto &, pré-estimulacdo com TSH. Este padrdo de normalidade foi revelado em
100% dos cdes estudados, inclusive no unico citado neste momento (Anexo J). Desta forma, é
possivel compreender que todos os 12 cdes submetidos ao teste de estimulacdo com TSH
neste estudo sdo, na verdade, animais eutireoideos. Caso este teste ndo fosse realizado,
poderiamos ter descrito dois grupos de animais, um deles com hipotireoidismo caso a anélise
comparativa de referéncia fosse canina e ndo racial. E importante destacar que este teste
refinado ndo é utilizado na rotina clinica devido ao alto custo. Sendo assim, sdo utilizadas as
mensuracdes de T4 seja livre ou total, associadas ou ndo ao valor de TSH. Por conseguinte,
podemos sugerir que ha até hoje o hiperdiagnoéstico de hipotireoidismo como Scott e
colaboradores ja haviam relatado desde os anos 90. Ou seja, hd mais diagndsticos de
hipotireoidismo do que verdadeiramente cdes hipotireoideos, demonstrando o excesso de
diagnosticos falso positivos com os exames de rotina.

Diante da problematica relacionada a ndo utilizacdo do teste de estimulacdo com TSH
na pratica clinica, é possivel sugerir que, ao utilizar a dosagem de T4 livre como método de
diagnostico, a referéncia utilizada deve ser aquela relacionada a raga e ndo a espécie. Alem
disso, tendo em vista 0s novos estudos que vém surgindo na area, € possivel que nos proximos
anos, esta andlise seja ainda mais fidedigna com possiveis novas referéncias classificadas ndo
s0 de acordo com a espécie e raca, mas também considerando género e faixa etaria de
interesse diagnostico.

Nossos resultados reafirmaram a importancia da utilizagdo dos intervalos de referéncia
raciais. Ao analisar os dados obtidos, principalmente, através da associacdo da mensuracgédo de
T4 livre por didlise e TSH, percebemos que 38% dos animais seriam considerados
hipotireoideos. Em compensacdo, quando os valores obtidos sdo enquadrados na referéncia
mais recente para Golden Retriever (HEGSTAD-DAVIES et al., 2015), é possivel perceber
que, na realidade, tratam-se de cdes higidos. Outrossim, este novo IR, corrobora os resultados
responsivos ao teste de estimulacdo com rhTSH. Fica claro, portanto, que em analise clinicas
grosseiras, estes animais seriam submetidos a suplementacdo hormonal, quando obviamente,
ndo necessitam desta reposicdo. Este paradigma frequente na rotina clinica de cées suspeitos
de hipotireoidismo, promove gastos desnecessarios com exames e tratamentos hormonais em
caes relativamente jovens, bem como induz a exclusdo dos mesmos de programas de
cruzamento, afetando a diversidade genética. Além disso, a prevaléncia de hipotireoidismo
passa a ser erroneamente superestimada (HEGSTAD-DAVIES et al., 2015).

6.4.3 TSH

De acordo com a referéncia canina, para os niveis de TSH, teriamos 100% dos animais
com valores normais. Todavia, esta avaliacdo é precoce e, atualmente, deve ser desestimulada.
Segundo estudos mais recentes (FRIEDRICHS et al., 2012), devemos ter como base as
referéncias mais uniformes existentes. Neste caso, a referéncia racial de Hegstad-Davies e
colaboradores define que entre 0,03 e 0,32ng/ml os valores s&o normais e acima destes, temos
TSH acima do ideal, sugerindo hipotireoidismo primario quando associada a queda na
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concentracdo plasmatica de T4, especialmente livre. Outra possibilidade de interpretacdo € o
hipotireoidismo subclinico quando os valores de T4 estdo dentro da referéncia e os de TSH,
acima (ALLPORT et al., 2013). Nosso resultado, portanto, poderia caracterizar 62% de cées
eutireoideos e 38% de cdes com hipotireoidismo subclinico. Este padrdo é bem estabelecido
em medicina, ja em medicina veterinaria, ndo ha estudos que utilizem esta classificacdo, mas
os resultados obtidos podem ser comparados a este paradigma. N&o obstante, ndo ha consenso
em medicina quanto ao tratamento de pacientes hipotireoideos subclinicos, especialmente
quando ndo é realizada a titulacdo de anticorpos tdo importante para humanos (ALLPORT et
al., 2013).

Apesar do TSH ser liberado episodicamente ou em flutuacdo, as variagbes entre
espécie parecem ser muito mais importantes, segundo Hegstad-Davies (2015). Os autores
ainda levantam a hipétese de que haja variacdo de set point da hipofise e tireoide entre
individuos e entre racas, uma vez que 0s menores valores de T4 ndo correspondem a valores
mais elevados de TSH e o contrario também é verdadeiro. Estes mecanismos fisiol6gicos
ainda ndo estdo elucidados na literatura, embora autores discutam a possibilidade do
envolvimento de funcdo e afinidade de receptores para HT, bem como a sensibilidade
hipofisaria para os mesmos. Inclusive, um estudo abordando este tema em Beagles
demonstrou que a variacdo no mesmo individuo é muito menor que a mesma entre cdes da
mesma raca (IVERSEN et al. 1999).

Os valores normais da concentracdo plasmatica de TSH encontrados em nosso estudo
em 62% dos animais hipotireoideos sobrepdem dados da literatura. Segundo estudos, entre 25
a 30% dos caes com hipotireoidismo ndo apresentam resultados elevados de TSH, o que torna
esta dosagem pouco sensivel para diagnostico, ainda que seja suficientemente especifica
(PETERSON et al., 1997; KOOISTRA et al., 2000). Considerando nossos resultados, €
possivel perceber que esta porcentagem seja ainda maior. Isso porque cdes com doencgas ndo
tireoidianas capazes de reduzir os niveis plasméaticos de T4 (total e livre) também podem
cursar com niveis normais de TSH, impedindo a diferencia¢do fundamental para o diagnostico
entre eles (CAMPOS et al., 2012). Nossos dados poderiam ratificar a literatura sobre o tema
caso a referéncia canina fosse adotada. Nesta andlise, oito dos 21 cdes (31%) seriam
hipotireoideos de acordo com a associacao de T4 livre por didlise e TSH. Destes, apenas um
(12%) apresentariam resultados de TSH plasmaticos dentro dos valores de referéncia para a
espécie (0,01 a 0,50ng/ml). E importante destacar que, por meses, a concentracdo plasmatica
de TSH esté elevada em cées com hipotireoidismo primério, todavia, esta concentracdo reduz
gradualmente até entrar na faixa de referéncia para a espécie. De modo geral, receptores sdo
reguladores das atividades celulares, todavia eles também estdo sujeitos a regulagéo. Assim,
uma célula pode responder a qualquer estimulo controlando a expressdo e a atividade de seus
receptores. O fenbmeno de reducdo dos efeitos via receptor frente ao seu estimulo caracteriza
a dessensibilizacdo destes receptores (MAENHAUT et al., 1992). Segundo Diaz-Espineira e
coautores (2008), é possivel que a estimulacdo continua de tireotrofos via retroalimentagéo do
eixo HHT em cédes com hipotireoidismo primario espontaneo propicie a dessensibilizacdo de
receptores de TRH, culminando com a reducdo da secre¢do de TSH. Esta consequéncia coloca
0o TSH em niveis plasmaticos dentro da normalidade para cdes, bem como promove
arresponsividade a estimulacdo com TRH. Este fator caracteriza a mensuragdo de TSH em
cdes pouco confiavel e faz com que tenhamos que utiliza-la com cautela. Isto é, um resultado
acima da referéncia utilizada reforga a suspeita de hipotireoidismo, contudo, um resultado
abaixo, ndo exclui a possibilidade da doenca. Além disso, Hegstad-Davies e coautores (2015)
descrevem que, quando comparados com outras ragas, 0os Goldens Retrievers em especial
apresentam IR de TSH e T4 total e livre ainda menores que outras racas, reforcando a
necessidade de padronizar de forma cada vez mais restrita os valdes de referéncia.
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6.5 Sindrome do Eutireoideo Doente

A sindrome do eutireoideo doente continua sendo um grande dilema no que tange a
necessidade de tratamento (ADLER; WATORFSKY, 2007). Isto porque, além da dificuldade
para excluir este distdrbio, ainda ndo esta claro na literatura se a redugdo dos HT ocorre como
resposta fisiologica para reduzir o metabolismo do animal por um periodo transitorio com
objetivo de conservar energia frente & doenca de base ou se, na verdade, compreende uma mé
adaptacdo do organismo que deve ser tratada com reposicdo hormonal (CAMPOS et al.,
2012). Como o déficit de HT pode agravar as comorbidades, diversos pesquisadores
discursam sobre os beneficios do tratamento. Nao obstante, a administracdo indevida de T4
ndo estd livre de efeitos adversos, o que mantém a terapéutica do eutireoideo doente
controversa (ADLER; WARTOFSKY, 2007). Em 2010, Fine e colaboradores descreveram
casos de tireotoxicose iatrogénica, um deles inclusive em Golden Retriever. No relato, os
animais desenvolveram taquicardia, taquipneia, agitacdo, hipertermia, diarreia, entre outros
sinais clinicos. Os autores descrevem que tanto animais hipotireoideos com doses altas de
levotiroxina sédica, como eutireoideos erroneamente diagnosticados sdo susceptiveis ao
hipertireoidismo iatrogénico (ADLER; WARTOFSKY, 2007). Outrossim, além da tiroxina
ser um horménio catabolico, quando os sinais clinicos do cdo suspeito sdo atribuidos ao
hipotireoidismo e os testes hormonais sdo inconsistentes, a instituicdo da reposi¢do hormonal
pode favorecer a melhora do quadro clinico, mascarando a real causa base de todo o processo,
ou seja, a doenca nao tireoidiana (BEHREND, 2005). Este paradigma representa, portanto, a
principal adversidade da terapéutica inapropriada. Neste contexto, Van Den Berghe e
colaboradores (2002) sugeriram a administracdo de TRH como normalizador dos niveis
plasmaticos de HT durante um periodo critico para minimizar o risco de atingir niveis
suprafisiologicos de HT. Contudo, ndo se pode desprezar que é descrita a reducdo da
atividade da 5’-desiodase na sindrome do eutireoideo doente. Esta enzima, por sua vez,
decresce a conversdo de T4 em T3 em diversos tecidos e, consequentemente, reduz a
concentracdo sérica de T3 (BURMAN; WARTOFSKY 2001). Por este motivo, a literatura
sugere que, diante da escolha em instituir a reposicdo hormonal frente a um quadro de doenca
ndo tireoidiana, deve-se optar pelo T3 e ndo pelo T4 para driblar a falha na converséo
periférica dos HT (BRENT; HERSHMAN, 1986). Todavia, a reposicdo com T3 é mais
onerosa e requer maior frequéncia de administracdo dentro do periodo de 24 horas devido a
menor meia vida da molécula, o que dificulta a adesdo do tutor. E importante considerar,
ainda, que diante de um paciente com sinais clinicos discretos associados a resultados de
dosagens hormonais limitrofes, a solicitacdo de novos testes ap6s um determinado periodo de
tempo, como um ou dois meses ndo promovera significativa piora do quadro clinico e pode
permitir a idoneidade do diagnéstico (BEHREND, 2005). Nao obstante, a literatura sugere
que naqueles casos em que ha doenga concomitante que inviabilize o diagndstico preciso do
hipotireoidismo, a suplementacdo de HT pode favorecer a melhora clinica do paciente,
especialmente nos casos de doencas graves (BEHREND, 2005).

6.6 Analise molecular - RT-PCR

As analises moleculares realizadas pelo método de PCR em tempo real foram
realizadas apds confirmacdo da viabilidade da técnica com os resultados de GAPDH. Este
gene foi utilizado como referéncia para o ensaio. O dado mais interessante € que este € um
gene bastante usual em técnicas de PCR por ser improvavel a sua variacdo frente a desafios
homeostaticos. Todavia, particularmente em alteracdes tireoidianas, o gene ciclofilina é

63



preferido. Isto porque, o GAPDH pode sofrer variacdo entre grupos experimentais
relacionados a distarbios tireoidianos. Apesar disto, o resultado da expressao de GAPDH néo
demonstrou significancia estatistica entre os grupos, provando que foi um gene de referéncia
adequado para 0 ensaio.

6.6.1 Desiodases

H& muitas décadas, diversos estudos vém surgindo esclarecendo mecanismos
envolvidos no metabolismo periférico dos HT (COUTREAU et al., 1996; MAIA et al., 2005;
GEREBEN et al.,, 2015). Neste contexto, a compreensdo do papel das selenoproteinas
desiodases se torna fundamental para elucidar os distarbios extratireoidianos. Ha anos, a
combinacéo entre as acOes de D2 e D3 séo entendidas, de certa forma, como um meio celular
préprio de regular a concentracdo hormonal tecidual sem afetar a concentracdo hormonal
sérica (SALVATORE, 2011). Nao obstante, a completa compreensao dos mecanismos a cerca
das desiodases ainda depende de muitas pesquisas, portanto, optamos por analisar a expressao
da isoforma do tipo 2 responsavel por participar de processos de ativacdo e inativacdo dos
HT. Suas alteraces sdo conhecidas com relacdo as atividades em casos de hipotireoidismo.
Isto ¢, D2 mostra-se mais estimulada diante de uma menor oferta de HT no tecido
(GEREBEN et al., 2008). Em contrapartida, ndo ha estudos na literatura que comprovem a
expressao de D2 na pele tanto de cdes higidos, como frente a desafios homeostaticos. Neste
contexto, é importante destacar o estudo de Olivares e colaboradores (2007) no qual
demonstraram a expressdo da desiodases tipo 3 no miocardio de ratos apenas ap0s serem
submetidos ao infarto, isto é, este tecido ndo expressa D3 em ratos ndo infartados. No caso
desta desiodase, a disponibilidade de oxigénio interfere em sua distribuicdo (JO et al., 2012).
Sendo assim, € possivel suscitar a possibilidade de cdes expressarem D2 na pele, e até D1,
apenas apés um desafio homeostético, como é o caso do hipotireoidismo. Em nosso estudo,
foi possivel observar que ndo houve diferenca significativa na expressdao de D2 entre o0s
grupos estudados. Existem algumas possibilidades para este resultado: a primeira delas é
considerar que todos os 12 animais avaliados sdo normotireoideos e, portanto, ndo seria
esperada a diferenca entre os grupos. Esta possibilidade é sustentada pela definicdo de
hipotireoidismo a partir da analise de valores de referéncia hormonal especificos da raca e nao
somente da espécie, como é feito rotineiramente entre os clinicos. A outra possibilidade que
ndo pode ser descartada é que, caso haja a verdadeira divisdo entre eutireoideos e
hipotireoideos, deve-se considerar que em casos de hipotireoidismo, a atividade de D2 ¢
estimulada e, em contrapartida, sua expressao tende a reduzir. Caso esta premissa seja real, a
atividade de D2 deveria estar aumentada e os valores encontrados de sua expresséo refletem
uma reducdo em consequéncia da hiperatividade enzimatica. Este paradigma sugere que 0S
mecanismos de regulacdo da expressdo génica das desiodases tipo 2 possam ser regulados
pelos niveis de HT que chegam ao tecido. Dessa forma, embora seja sabido que diversos
outros mecanismos ndo estudados possam estar relacionados com o estabelecimento da
sindrome do eutireoideo doente em cdes, podemos ressaltar o papel da expressdo das
desiodases tipo 2 nesta regulacdo em cdes da raca Golden Retriever. E importante destacar
que novos estudos necessitam ser realizados para averiguar a possivel alteracdo da atividade
da desiodases tipo 2 no contexto proposto neste estudo. Dessa forma, € possivel que, a longo
prazo, novos alvos terapéuticos surjam e sejam mais objetivos na corre¢cdo dos niveis
tireoidianos sem interferir diretamente na glandula tireoide.
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6.6.1 Receptor de hormonio tireoidiano (Trf)

Os receptores de hormonios tireoidianos sdo expressos virtualmente em todos
os tecidos do organismo e estdo vulnerdveis a variagdes de acordo com provocacles
homeostaticas a que possam ser expostos, como demonstrado em um estudo por Rudas e
colaboradores (2005) no qual houve alteracdo na expresséo de receptores Trf3 na inducgéo de
hipotireoidismo em cérebro de galinhas.

Dentre os receptores de HT, optamos por avaliar a expressdo de Trf pelo método de
PCR em tempo real, pois independente de sua isoforma expressa, este receptor tem como
caracteristica propiciar a atuagdo genémica de T3. Em compensagéo, o receptor do tipo Tra
em sua isoforma Tra2 ndo possui sitio de ligacao para T3 e, além disso, quando expresso
diminui a resposta gendmica do hormonio tireoidiano. Dessa forma, podemos sugerir que
diante das variagdes de expressdo de Trf3 estariamos sempre observando a possibilidade de
aumento ou diminuicdo da capacidade de ligacdo de T3, independente do receptor ser do
subtipo 1, 2 ou 3. Em contrapartida, ao estudar genes inespecificos de Tro, ndo seria possivel
distinguir qual isoforma estaria prevalecendo no ensaio e, como sdo de certa forma
antagobnicas, as interpretacdes de resultados relacionados a suas expressdes teciduais seriam
inconsistentes.

Dentro de nossos resultados, € possivel perceber que ndo houve diferenca
significativa entre 0s grupos experimentais quando distribuidos em eutireoideos e
hipotireoideos pela classificacdo de referéncia da espécie para T4 livre. Mais uma vez, este
resultado também permite algumas interpretacGes. Caso esta diferenciacdo em grupos seja
descartada tanto pelo uso da referéncia racial de Goldens Retrievers, quanto pelos resultados
do teste de estimulacdo da tireoide com rhTSH, ficaria claro que estariamos, na realidade,
diante de 12 animais normotireoideos. Assim sendo, neste grupo homogéneo, ndo seria
esperada a variagao estatistica da expressdo de Trf entre os cdes estudados nesta segunda fase
do estudo. Em contrapartida, ao analisarmos os animais na sua distribuicdo de grupos,
percebemos que mesmo quando comparamos duas classificacdes distintas de status
tireoidiano, ndo foi demonstrado o aumento, tampouco a reducdo na expressdo dos receptores
estudados. Algumas condicbes podem ajudar na interpretacdo deste resultado diante da
distingdo de grupos. Entre as possibilidades descritas na literatura, uma situacdo bastante
estudada ¢ a resisténcia de receptores de HT, especificamente Trf3 (CANADAS, et al., 2011,
SHIWA et al., 2011; DUMITRESCU; REFETOFF, 2013). Nesta circunstancia, os resultados
da concentracdo plasmaética de HT estariam acima da referéncia normal e, ainda assim, o
organismo apresentaria discretamente sinais clinicos de hipotireoidismo. E importante
ressaltar que associada a avaliacdo da concentracdo de HT, nesta condicdo de resisténcia, 0s
valores plasmaticos de TSH sdo normais ou discretamente acima da referéncia normal
(SHIWA et al., 2011), como foi evidenciado em nosso estudo. Trata-se de uma situacao rara,
porém se esta conjuntura for considerada, € possivel que os resultados de T4 precocemente
avaliados como normais, sejam na verdade reflexo do acimulo plasmatico frente a relativa
redugdo da expressao de TrP. Ou seja, uma possivel diminuicdo da expressao real de Trf,
estaria mantendo os niveis de T4 elevados e, possivelmente T3 e, desta forma, o resultado
observado colocou estes hormonios dentro da referéncia de forma relativa.

E indiscutivel que outros pardmetros devem ser considerados para suscitar a
possibilidade de resisténcia de Trf, como a atividade das desiodases, a expressao de
transportadores de HT, entre outros. Nao obstante, a manutencdo da expresséo de D2 entre 0s
grupos experimentais estudados, insinua a possibilidade do aumento em atividade desta
enzima no grupo hipotireoideo. Como este importante fator ndo foi analisado, fica evidente a
necessidade de novos estudos contribuindo para toda esta interpretacéo.
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6.7 Aspectos histoldgicos

Na literatura, diversos autores estudaram as alteracdes histologicas compativeis com
endocrinopatias (CREDILLE et al., 2001; GONZALEZ et al., 2013). Embora Gonzélez e
colaboradores (2013) advoguem pela histopatologia como importante ferramenta no
diagndstico de hipotireoidismo, os critérios de diagnostico seguidos ndo foram os atualmente
adotados pela literatura. Adicionalmente, nossos resultados nao sustentam esta hipétese e, em
contrapartida ndo sdo capazes de refugar a mesma. No entanto, é possivel interpretar que
nossos achados corroboram outros estudos (CREDILLE et al., 2001) que revelam
inconsisténcia nos achados histoldgicos de cées suspeitos de hipotireoidismo.

Segundo a literatura, a maioria dos achados histologicos da pele de cées com
hipotireoidismo pode ser observada em diversas endocrinopatias, demonstrando
inespecificidade das alteragdes (GROSS et al., 2005; MUNTENER et al., 2012). Contudo,
alguns pesquisadores sugerem que a hipertrofia e vacuolizacdo de musculos eretores do pelo,
bem como mixedema sejam caracteristicas fortemente sugestivas de hipotireoidismo em caes
(GONZALEZ et al., 2013). Segundo eles, como os animais hipotireoideos sdo termofilicos,
ou seja, sdo mais sensiveis ao frio, o ericamento dos pelos seria uma forma de se proteger da
perda e calor devido a formagdo de uma camada de ar entre os pelos eretos. Este levantamento
dos pelos se da pela contracdo do musculo eretor do pelo que, por ser acionado repetidamente,
tende a hipertrofiar. N&o obstante, ha de se considerar que ces naturalmente mais sensiveis as
baixas temperaturas, cdes com pelagem menos densa e, ainda, cdes em defesa ou ataque
também tendem a ericar os pelos, especialmente da regido dorsal, onde sdo mais numerosos
(GONZALEZ et al., 2013). Dessa forma, também promovem a hipertrofia do musculo
piloeretor. Outra caracteristica considerada importante de ser avaliada frente a uma suspeita
de hipotireoidismo é o grande numero de foliculos pilosos em fase telogena e kendgena
(MUNTENER et al., 2012). De onde se compreende que a diminuicdo do estimulo hormonal
é capaz de interferir no ciclo de vida dos pelos, culminando com acimulo de foliculos na fase
que precede a queda (tel6gena) ou ja apos a mesma (kendgena). Em nosso estudo, os animais
analisados apresentavam as trés caracteristicas supracitadas e nenhum foi comprovado com
diagnostico de hipotireoidismo. Isto posto, demonstra que ndo houve correlacdo com 0s
achados histoldgicos e o diagnéstico hormonal de hipotireoidismo. E importante salientar que
a distribuicdo dos 12 animais estudados em grupos é questionavel devido a dois fatores: (1)
utilizacdo de referéncia racial para T4 livre e TSH e (2) a estimulacéo tireoidiana com TSH.
Dessa forma, sugere-se que a histopatologia seja avaliada com cautela e sempre associada aos
testes endacrinos, contradizendo as conclusdes de outros autores (MUNTENER et al., 2012).
A partir de nossos dados, podemos sugerir que o exame histopatolégico da pele de cées sob
suspeita de hipotireoidismo somente seja justificado diante da necessidade de auxilio na
exclusdo de diagnosticos diferenciais para doencas cutaneas. Isto é possivel uma vez que estes
resultados foram comparados os teste de estimulacdo da tireoide que é o exame de padréo
ouro para a deteccdo de hipotireoidismo em cées.

6.8 Consideracdes Diagnosticas

A importancia do correto diagnostico do hipotireoidismo em cdes vem sendo estudada
por diversos grupos de pesquisadores (BEHREND, 2005; FINE et al., 2010; SCOTT-
MONCRIEFF, 2012). Adicionalmente, as adversidades da terapia hormonal repositora em
cdes higidos ainda vém sendo descritas. Atualmente, acredita-se que a sobrecarga
cardiovascular pode ser 0 maior prejuizo para cdes tratados erroneamente (FINE et al., 2010).
N&o obstante, é imprescindivel entender que o tratamento com tiroxina pode, inicialmente,
levar a inimeros beneficios decorrentes da aceleracdo metabdlica, como perda de peso,
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proventos comportamentais, recuperacdo ou melhora da pelagem, inclusive em cées
eutireoideos (BEHREND, 2005) e tudo isto induz o médico veterinario a acreditar que esta
seguindo uma excelente conduta visto todos os pros da terapia. Ndo podemos esquecer que
diante de todas as boas alteracOes decorrentes do uso da tiroxina, os tutores se apresentam
fascinados e totalmente adeptos ao tratamento. Se ndo houvesse prejuizos ao organismo
animal, este ndo seria um problema. Todavia, ainda ndao se sabe se futuramente caes tratados
para hipotireoidismo devido a erro no diagnostico, terdo maleficios decorrentes desta prética.
N&o obstante, é importante relembrar que, caso o paciente seja portador da sindrome do
eutireoideo doente, possivelmente a doenca nao tireoidiana estarda sendo mascarada com 0 uso
da tiroxina. Dessa forma, os prejuizos desta enfermidade ndo diagnosticada podem ser
diversos. Ademais, ndo se pode esquecer que a tiroxina é um horménio catabolico e, portanto,
seus efeitos podem ser catastroficos diante de uma doenca ainda ndo diagnosticada e
silenciosa.

Em contrapartida, com a reducdo de diagndsticos equivocados e eliminacdo de gastos
com exames complementares diagnosticos, bem como os de monitoramento e tratamento, esta
0 risco de ndo identificar animais candidatos a desenvolver hipotireoidismo de fato e ignorar
valores preditivos da doenca. Dessa forma, admite-se a necessidade de novos estudos que
possam sugerir estes parametros indicativos do estabelecimento de hipotireoidismo
subsequente.
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7 CONCLUSOES

O presente estudo conclui que a falta de relacdo entre os parametros hematologicos,
biogquimicos, histoldgicos e moleculares estudados pode ser consequéncia somente da falha no
diagnostico do hipotireoidismo em cées da raca Golden Retriever.

Este estudo foi capaz de demonstrar que estas falhas sdo recorrentes no diagnostico
clinico e laboratorial do hipotireoidismo em cées. Neste contexto, destacaram-se os valores de
referéncia utilizados atualmente na préatica clinica. Estes foram constatados parametros
grosseiros que prejudicam a conclusdo diagnostica concreta da doenca. Percebe-se, ainda, a
necessidade de refinar mais ainda estas classificagdes normais para todos os dados estudados.
Além disso, sugere-se a inclusdo de referéncias ainda mais especificas, como por faixa etaria
e género, para aprimorar mais ainda o diagndstico desta e de outras endocrinopatias.

Enquanto novos estudos ndo surgem, a sugestdo final deste estudo é que os cées
suspeitos de hipotireoidismo sejam submetidos a mensuracdo de T4 livre por diélise
combinada com a dosagem de TSH e que a interpretacdo dos resultados seja feita a partir da
utilizacdo dos novos intervalos de referéncia raciais ja publicados. Além disso, sugere-se que
0s exames complementares hematoldgicos, bioquimicos e histopatoldgicos sejam utilizados
com cautela. O uso destes exames se justifica diante da necessidade de excluir diagnosticos
diferenciais e/ou constatar comorbidades associadas a suspeita de hipotireoidismo. Dessa
forma, o clinico de pequenos animais estara visando melhorar a interpretacéo dos resultados
obtidos a partir de animais suspeitos de hipotireoidismo e reduzir o numero de diagnésticos
errdneos e, portanto, superestimados desde que o hipotireoidismo canino € estudado.
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ANEXOS

ANEXO A - APROVACAO DO PROJETO PELA COMISSAO DE ETICA

UFRRJ Comissio de Etica no C"-‘E

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria  |J 3 A
CERTIFICADO
NO USO DE ANIMAIS (CEUA/UFRRJ)

Certificamos que a proposta intitulada "AVAUACAD DO STATUS FUNCIONAL D GLANDULA TIREDIDE CORRELACIONADO COM O
METABOLISMO EXTRATIROIDIANG EM CAES.", protocolada sob o CEUA n2 3464210316, sob a responsabilidade de Luis Carlos Reis
e equipe; André de Souza Mecawi; Lio Moreira - que envolve a producdo, manutencao efou utilizacdo de animais pertencentes ao
file Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com s preceitos da
Lei 11.794 de B de outubro de 2008, com o Decreto 6.89%9 de 15 de julho de 2009, bem coma com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (COMCEA], e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRR]) na reunido de 17/10/2016.

We certify that the proposzal "Functional status assessment of the thyraid gland related to extrathymoid metabolism in dogs.”,
utilizing 15 Dogs (15 males), protocol number CEUA 3464210316, under the responsibility of Luis Carlos Reis and team; André de
Sowra Mecawi; Lio Moreira - which inwolves the production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata {except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of
Cctober 8, 2008, Decree 5899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Cantrol of Animal
Experimentation (CONCEA], and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Veterinary Institute of Rural Federal
University of Rio de Janeiro (CEUAMUFRR]) in the meeting of 10/17/2016.

Finalidade da Proposta: Pesquisa [Académical
Vigéncia da Propasta: de 05/2016 a 0G6/2016 Area: Clinica Médica
Origem: Nao aplicdvel biotério

Espécie: Caes sexo:  Machos idade: 2al5anos N: 15
Linhagem: Golden Retriever Peso:  20a40 kg

Resumo: O hipotirecidismio & uma endocrinopatia de grande destague na medicina canina. Este
deficit na sintese e secrecdo de horminios tirecidianos vemn sendo apentado coma a causa
de indmeros aspectos clinicos crinicos, especialmente cutineos. Este fato & bastante
preocupante, uma vez gue a sintomatologia compativel com hipotireoidismo & bastante
inespecifica, podendo estar presente em diverses outros distirbios cronicos. Nio obstante,

& bemn descrito na literatura gue o nivel dos hormonios tireaidianos tende a reduzir em
concomitdncia com diversas outras doendas e/ou desafios terap&uticas, fazends com gue o
paciente atravesse um perodo transitério em gue & chamado de eutirecides doente, ou seja,
a gléndula tirecide estd preservada, todavia ocorre a redugdo dos niveis séricos dos
hormdnios tirecidianos. Esta situacio tem promovido hé anos o hiperdiagndstico falso
pasitivo de hipotireoidismo na espécie, despertando o interesse cientifico com o intuito de
explicar esta fase transibdria e impedir a instituico de reposicae harmonal inadequada. O
presente trabalho visa correlacionar o status funcional da gléndula tireoide com o
metabolismo periférico dos horménios tiroidianos em cles.

Local do experimento: Policlinica Veterinaria Escola da FMWW

Seropédica, 04 de junha de 2017

Frkio B Scot a2 P

Prof. Dr. Fabia Barbour Scott Prof. Dr. Jonimar Pereira Paiva
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coardenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de  Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, ,
portador @) de RG n° ,
CPF : telefones ) ;
) , e-mail: , médico
@) veterinario @ e responsavel pelo @

, autorizo a utilizagéo do espaco
fisico do estabelecimento supracitado para a execu¢do do projeto de pesquisa de doutorado da
aluna Renata Ribeiro Novais de Carvalho (CRMV-RJ 9355, telefone (21) 987-327-444, e-
mail: novaisrrs@gmail.com) do Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria sob
orientacdo do Professor Luis Carlos Reis do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, aprovado pelo Comité de ética na pesquisa sob
0 protocolo 3464210316.

Estou ciente que ndo serei gratificado monetariamente. Poderei receber maiores
informacdes sobre esta pesquisa caso deseje, e também poderei esclarecer minhas davidas
com a pesquisadora responsavel durante toda a execucdo do estudo. Este contato pode ser
realizado pessoalmente, por telefone ou e-mail.

Declaro que fui informado (a), de forma clara e objetiva, sobre todos os
procedimentos da pesquisa e que estou participando por livre escolha.

, 112016,

Concedente

Renata Ribeiro Novais de Carvalho
Solicitante
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, ,
portador de RG n° , CPF
telefones (__ ) () , e-
mail: residente na
: responsavel pelo  animal
denominado , especie canina, raga Golden Retriever,
idade sexo masculino, autorizo a utilizacdo do animal supracitado, sob o
namero de registro para pesquisa de fins didaticos e cientificos no estudo

da aluna de doutorado da UFRRJ, médica veterindria Renata Ribeiro Novais de Carvalho,
CRMV-RJ 9355, telefone (21) 987-327-444, e-mail: novaisrrs@gmail.com

Comprometo-me, gentilmente, a fornecer os dados referentes ao meu animal, bem
como quaisquer informacdes questionadas pelos médicos veterinarios da equipe cientifica
durante todo o estudo. Este contato pode ser feito pessoalmente, por telefone ou e-mail.

Apds esclarecimentos prévios, estou ciente da submissdo do animal a coleta de
material biologico, inclusive por procedimento cirurgico (bidpsia de pele), captura de imagens
diagnosticas do paciente, medicdes zootécnicas, assim como a utilizacdo de resultados de
pesquisa obtidos pelo estudo no animal em publicacdo de artigos cientificos e divulgacdo em
eventos cientificos.

Para fins de publicagbes e apresentacdes cientificas, estou ciente de que minha
privacidade serd respeitada, ou seja, meu nome ou qualquer outro dado ou elemento que
possa, de qualquer forma, me identificar, serd mantido em sigilo.

Estou ciente que ndo serei gratificado monetariamente. Meus beneficios pela
participagdo na pesquisa atem-se a gratuidade dos exames realizados, bem como a notificacdo
dos resultados obtidos (estes sem data limite para obtengdo) sobre os quais poderei ser
beneficiado com a prescricdo necessaria para meu animal.

Estou ciente que a qualquer momento poderei suspender a participacdo do animal na
pesquisa e que, caso isso ocorra, 0 animal ndo sofrera prejuizos em seu tratamento ou retorno
a esta Instituicdo. Em caso de desisténcia, comprometo-me a notificar a equipe cientifica com
antecedéncia de, no minimo, 15 dias e estou ciente de que, diante desta escolha ndo terei
acesso aos resultados de exames gratuitamente realizados em meu animal.

Poderei receber maiores informacGes sobre esta pesquisa caso deseje, e também
poderei esclarecer minhas davidas com a pesquisadora responsavel durante toda a execugédo
do estudo. Este contato pode ser pessoalmente, por telefone ou e-mail.

Fui informado dos riscos da utilizacdo do animal para fins didaticos e/ou cientificos e
estou ciente que, na ocorréncia de danos decorridos durante o procedimento de coleta de
material bioldgico, cirurgias, captura de imagens diagnosticas e demais procedimentos para a
pesquisa em questdo, o animal podera ser atendido sem 6nus para mim por profissionais da
Policlinica Veterinaria Escola da FMVV.

Concordo em seguir corretamente todas as recomendacdes dos profissionais da equipe
cientifica durante e apos a utilizagdo do animal, como administracdo de medicamentos e
manutencdo do colar Elizabetano até a retirada de pontos e, caso haja qualquer dano ao
animal referente a0 ndo cumprimento dessas recomendacdes, ndo responsabilizarei a
Policlinica Veterinaria Escola, bem como a equipe cientifica.

Declaro que fui informado (a), de forma clara e objetiva, sobre todos os procedimentos
da pesquisa e que estou participando por livre escolha.
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12016,

Renata Ribeiro Novais de Carvalho
CRMV-RJ 9355
Doutoranda PPGMV UFRRJ

Assinatura do Responsavel pelo animal
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ANEXO D — ESCORE DE CONDICAO CORPORAL ADAPTADO DE

LAFLAMME (1997)

Caracteristicas

Costelas, vértebras lombares, 0ssos pélvicos e todas as
saliéncias Osseas visiveis a distancia. Nao ha gordura
corporal discernivel. Perda evidente de massa muscular

Costelas, vértebras lombares e o0ssos pélvicos
faciimente visiveis. Ndo ha gordura palpavel. Algumas
outras saliéncias 6sseas podem estar visiveis. Perda
minima de massa muscular.

Subalimentado I

Costelas faciimente palpaveis podem estar visiveis sem
gordura palpavel. Visivel o topo das vértebras lombares.
Os ossos pélvicos comegam a ficar visiveis. Cintura e

reentrancia abdominal evidentes.

Costelas facilmente palpaveis com minima cobertura de
gordura. Vista de cima, a cintura €& facilmente
observada. Reentrancia abdominal evidente.

Costelas palpaveis sem excessiva cobertura de gordura.
Abdome retraido quando visto de lado.

'

Costelas palpaveis com leve excesso de cobertura de
gordura. A cintura é visivel quando vista de cima, mas
nado é acentuada. Reentrancia abdominal aparente.

Costelas palpaveis com dificuldade; intensa cobertura
de gordura. Depésitos de gordura evidentes sobre a
area lombar e base da cauda. Auséncia de cintura ou
apenas visivel. A reentrancia abdominal pode estar
presente.

Sobrealimentado

Impossivel palpar as costelas situadas sob cobertura de
gordura muito densa ou costelas palpaveis somente
com pressao acentuada. Pesados depoésitos de gordura
sobre a area lombar e base da cauda. Cintura
inexistente. Ndo ha reentrancia abdominal. Podera
existir distensdo abdominal evidente.

Macicos depoésitos de gordura sobre o torax, espinha e
base da cauda. Depoésitos de gordura no pescogo e
membros. Distensao abdominal evidente.
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ANEXO E - SINAIS CLINICOS

Animal Escore corporal Sedentarismo  Cansaco/letargia Dermatopatias Neuropatias
1 7 Néo Né&o Leucotriquia
2 9 Néo Sim Seborreia/leucotriquia/facies
tragica
3 9 Né&o Sim
4 7 Néo Né&o Convulstes
5 7 Sim N&o Alergia/piodermite
6 7 Sim Né&o Leucotriquia Agressividade
7 9 Sim Sim
8 5 N&o Né&o Alergia/piodermite/mucinose
9 5 Néo Né&o Leucotriguia
10 5 Né&o Né&o Alergia/piodermite/leucotriquia
11 5 Néo Né&o Alergia/piodermite Agressividade
12 7 Né&o Né&o Mastocitoma
13 7 N&o Sim Leucotriquia Agressividade
14 9 Né&o Sim Piodermite
15 5 Né&o Né&o Mucinose
16 7 Sim Né&o Seborreia/leucotriquia
17 7 Néo Sim Seborreia/leucotriquia
18 7 Sim Sim Piodermite
19 9 Sim Sim Malasseziose
20 9 Sim Sim Malasseziose/Piodermite
21 7 Né&o Sim Leucotriquia/Piodermite

87



ANEXO F - CONCENTRACAO DE 10DO NA DIETA

Animal Escore corporal
1 3,00mg (900ug iodo/dia)
2 1,60mg (480ug iodo/dia)
3 1,60mg (480ug iodo/dia)
4 0,83mg (249ug iodo/dia)
5 1,60mg (480png iodo/dia)
6 3,00mg (900ug iodo/dia)
7 1,28mg (300pg iodo/dia)
8 2,20mg (660ug iodo/dia)
9 1,83mg (549ug iodo/dia)
10 1,28mg (300pg iodo/dia)
11 3,00mg (900pg iodo/dia)
12 3,00mg (900pg iodo/dia)
13 1,60mg (480pg iodo/dia)
14 2,70mg (810pg iodo/dia)
15 3,00mg (900pg iodo/dia)
16 2,20mg (660ug iodo/dia)
17 2,70mg (810pg iodo/dia)
18 1,28mg (300pg iodo/dia)
19 1,28mg (300pg iodo/dia)
20 1,28mg (300pg iodo/dia)
21 2,70mg (810pg iodo/dia)
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ANEXO G - PARAMETROS LABORATORIAIS BIOQUIMICOS

Animal ALT AST Triglicerideos Colesterol Creatinina Ureia

(10-88U/L) (10-88U/L)  (20,0-112,0mg/dL)  (135-270mg/dL)  (0,5-1,5mg/dL)  (15-40mg/dL)
1 77 35 85 188 0,88 33
2 87 23 40 309 1,06 38
3 65 43 214 356 0,87 25
4 49 24 46 313 1,03 33
5 37 38 49 260 1,14 46 1
6 37 29 52 161 0,98 23
7 59 26 54 203 0,94 23
8 36 27 43 159 0,99 22
9 51 34 40 248 1,35 34
10 85 43 78 200 1,34 28
11 45 34 57 151 1,14 22
12 46 25 60 206 1,02 29
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ANEXO H - PARAMETROS LABORATORIAIS HISTOLOGICOS - EPIDERME

Animal Atrofia  Acantose Hiperg. (S/F) Exocitose Espongiose Hipergranulose Hiperpigmentacdo Epidermite
1 P A A A A A P A
2 P A A A A A A A
3 P A A A A A A A
4 P A A A A A A A
5 P A A A P A A A
6 P A F A A A A A
7 P A F A A A A A
8 P A A A A A A A
9 P A A A A A A A
10 P A A A A A A A
11 P A F A A A A A
12 P A A A A A A A

P: Presente; A: Ausente; S: Superficial; F: Folicular
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ANEXO | - PARAMETROS LABORATORIAIS HISTOLOGICOS - DERME

Derme
Esparsamento Foliculos
Animal Atr.. Inc.ont. das fibras de Ifase em Gl. Sud. Gl. Sebacea Hip.MPE  Vacuol. MPE po I.nfl.
dérmica Pig. folicular Loc) (int.)
colageno “chama” cel.)
1 A A P An A E N A P A A A
2 A A P T P E N A A A A A
3 A A P P E N P/Leve P A A A
4 A A P A N N A P A A A
5 A A P An A E N A A A A A
6 A A P T P E N A P A A A
7 A A P T P E N P/Leve P A A A
8 A A P Cc A E N A A A A A
9 A A P T P E N A A A A A
10 A A P T P E N A A A A A
11 A A P T P E N P/Leve P A A A
12 A A P T P N N A A A A A

P: Presente; A: Ausente; An: Anagénica; C: Catagénica; T: Telogénica; E: Ectasia; N: Normal



ANEXO J - RESULTADOS HORMONAIS

T4 LD TSH T4t pré TSH T4t p6s TSH
Animal (0,30- (0,03 - 0,40 — 3,30 pg/dL 22,5 e 1,5x pré
2,5ng/dL)  Hegstad- 0,32ng/ml) Hegstad- (nmol/L)  Hegstad-Davies et (nmol/L)
Davies et al. 2015 Davies et al. 2015 al. 2015 Boretti et al. 2009
1 0,68 0,22 1,80 (22,86) 3,94 (50,03)
2 0,60 0,58 1,69 (21,46) 4,31 (54,73)
3 0,49 0,33 1,38 (17,52) 4,55 (57,78)
4 0,57 0,28 1,29 (16,38) 3,20 (40,64)
5 0,48 0,46 1,16 (14,73) 2,79 (35,43)
6 0,52 0,21 2,35 (29,84) 5,60 (71,11)
7 0,46 0,29 1,22 (15,49) 4,00 (50,80)
8 0,70 0,15 2,61 (33,14) 6,39 (81,15)
9 1,07 0,21 3,02 (38,35) 5,85 (74,29)
10 1,63 0,19 1,81 (22,98) 3,63 (46,10)
11 0,44 0,17 1,18 (14,98) 4,09 (51,94)
12 0,57 0,20 1,90 (24,13) 3,81 (48,38)
13 1,10 0,12 - -
14 1,20 0,04 - -
15 1,19 0,15 - -
16 1,02 0,15 - -
17 0,90 0,12 - -
18 1,33 0,08 - -
19 1,01 0,09 - -
20 1,03 0,10 - -
21 0,90 0,04 - -
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