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RESUMO

Este trabalho investigou a eficiéncia do método de quimioluminescéncia para obtencdo das concentracdes
séricas de hormonios tireoidianos em 23 exemplares de araras [Ara ararauna (n=12) e Ara chloropterus
(n=11)], de ambos os sexos [machos (n=11) e fémeas (n=12)], mantidas em cativeiro. Os valores de T4 total,
T4 livre, T3 livre e TSH variaram, respectivamente, de 0,3 a 2,5ug/dL (média=0,94pg/dL), 0,11 a 0,46ng/dL
(média=0,28ng/dL), 1,46 a 3,59pg/mL (média= 2,42pg/mL) e 0,01 a 0,22pUl/mL (média=0,04pUl/mL).
Houve interagdo entre espécie e sexo (P<0,05) sobre as concentracdes de T4 total: 0s machos possuem maiores
valores do que as fémeas de Ara ararauna, enquanto as fémeas de Ara chloropterus dispdem de niveis mais
altos do que os machos desta espécie. Efeito de sexo ndo foi observado (P>0,05) para os valores de T4 livre, T3
livre e TSH, mas o efeito de espécie foi constatado (P<0,05) para as concentragdes de T3 livre. Neste caso, as
concentracdes de T3 livre sdo menores em Ara ararauna do que em Ara chloropterus. Os intervalos de
referéncia obtidos sugerem que € possivel mensurar as concentragfes sericas de hormdénios tireoidianos em
araras pelo método de quimioluminescéncia, devendo-se considerar variaces relevantes entre diferentes
espécies e sexos.

Palavras-chave: aves, hormdnios da tireoide, imunoquimioluminescéncia
ABSTRACT

This paper investigated the efficiency of chemiluminescence in obtaining serum concentrations of thyroid
hormones in twenty-three macaws kept in captivity, from two sexes [male (n=10) and female (n=12)] and two
species [Ara ararauna (n=12) and Ara chloropterus (n=11)]. Reference intervals for the hormones sampled
were indicated and the effects of species and sex on these values were analyzed. Concentration values of total
T4, free T4, free T3 and TSH varied respectively from 0,3 to 2,5ug/dL (average =0,94ug/dL), 0,11 — 0,4659/dL
(average = 0,28xg/dL), 3,59 — 1,46pg/mL (average =2,42pg/mL), and 0,01 — 0,12pUl/mL (average=
0,04pUl/mL). There was interaction between species and sex (P<0.05) on total T4 concentrations. Males had
higher values than females in Ara ararauna, while females had higher values than males in Ara chloropterus.
Sex effect was not observed (P>0.05) for concentrations of free T4, free T3 and TSH, but species effect was
observed (P<0.05) for free T3 concentrations. In this case, concentrations of free T3 were lower in Ara
ararauna than in Ara chloropterus. The results of this study suggest that it is possible to measure serum
concentration of thyroid hormones in macaws by means of chemiluminescence method, as long as relevant
variations between different species and sexes are taken into account.

Keywords: birds, thyroid hormones, thyroxine, immunochemiluminescence

INTRODUCAO tireoidite autoimune e as neoplasias, o boécio

hiperplasico é a doenca tireoidiana mais relatada

Entre o grupo de doencas clinicas relacionadas a (Orosz et al., 2016). Evidéncias indicam que os
glandula tireoide ja documentadas em aves, que psitacideos s&o mais suscetiveis e possuem maior
inclui o bdcio, o hipo e o hipertireoidismo, a prevaléncia de bécio do que outras familias de
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aves (Loukopoulos et al., 2014). Oglesbee
(1992) confirmou um caso de hipotireoidismo
em araracanga (Ara macao), bem como ha casos
de suspeita clinica reportados em outras espécies
de psitacideos (Merryman e Buckles, 1998).

O diagnostico laboratorial e a monitoragdo de
doencas da tireoide sdo baseados na
determinacdo das concentracbes séricas dos
hormdnios tireoidianos (Shamsian et al., 2016).
Vérios métodos tém sido empregados para
mensurar essas concentragbes no soro, e 0
radioimunoensaio (RIA) é o mais utilizado, por
sua acurécia e sensibilidade, mas requer tempo
de incubacdo prolongado, licenca dos 6érgdos
normatizadores para 0 uso de isOGtopos
radioativos, além de dispositivos de seguranca e
eliminacdo especifica de residuos, pois oferece
perigo de radioatividade para os operadores,
condicBes que levaram ao desenvolvimento de
métodos alternativos (Eshratkhah et al., 2011;
Shamsian et al., 2016).

Um dos métodos alternativos ¢é a
quimioluminescéncia (CLIA), cada vez mais
utilizada, por ser prética, rapida, barata e sem
gerar residuos radioativos e nenhum efeito tdxico
dos reagentes (Lemos et al, 2015; Shamsian et
al., 2016). Esse teste foi validado com boa
sensibilidade para a dosagem de hormdnios
tireoidianos em cées, gatos e equinos, de modo
que se enguadra como um potencial substituto
para o radioimunoensaio (Singh et al., 1997).

O objetivo deste trabalho foi investigar a
eficiéncia do método de quimioluminescéncia na
dosagem de niveis séricos de hormdnios
tireoidianos em araras das espécies Ara ararauna
e Ara chloropterus. Obtiveram-se os valores
médios e limites inferiores e superiores para 0s
horménios tireoidianos analisados. Por meio de
métodos estatisticos, avaliaram-se as variagOes
entre animais de espécie e sexo diferentes. A
técnica de quimioluminescéncia foi proposta
como uma alternativa eficiente, simples, barata,
rapida e segura de diagnostico de doencas da
tireoide nas espécies estudadas.

MATERIAL E METODOS
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
no Uso Animal da Universidade de Brasilia

(protocolo n°66699/2016). O presente trabalho
utiliza 23 exemplares de araras de duas
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diferentes espécies: 12 Ara ararauna (arara-
canindé), quatro machos e oito fémeas, e 11 Ara
chloropterus (arara-vermelha), sete machos e
quatro fémeas. As araras, previamente sexadas
pela técnica de biologia molecular, sdo de
diferentes idades, clinicamente saudaveis (com
base em exames fisico, hematoldgico e de
bioguimica sérica) e estdo mantidas no Criadouro
de Animais Silvestres da Itaipu Binacional e no
Parque das Aves Foz Tropicana, ambos
localizados em Foz do lguagu, Parana. Todas as
aves vivem em recintos coletivos, recebendo
agua ad libitum e dieta composta de ragao
comercial propria para araras e frutas frescas,
verduras e legumes diversos nas duas
instituicdes.

Apobs a captura individual em seu recinto com
auxilio de pucd, conteve-se fisicamente cada
arara para os procedimentos de identificagdo,
pesagem, exame fisico e coleta de sangue.
Coletaram-se 3mL de sangue da veia jugular
direita, no horario das 10 as 12 horas, nos meses
de fevereiro e marco de 2016. O sangue coletado
foi dividido em tubo com anticoagulante
(heparina) e tubo com gel ativador de
coagulacdo. Por meio da coleta em tubos
contendo heparina, o Laboratério Ambiental da
Itaipu Binacional realizou o hemograma
completo e os testes de bioquimica sérica.

Em até 30 minutos apos a coleta, centrifugaram-
se 0s tubos com ativador de codgulo a 6000rpm
por 10 minutos para a obtencdo de 0,5mL de
soro. As amostras de soro foram enviadas em
isopor com gelo, via transporte aéreo, ao
Laboratério Grupo S8o Camilo (Maringd,
Parand) para a dosagem sérica de horménios
tireoidianos. O laboratério citado realizou as
dosagens de tri-iodotironina livre (T3 livre) em
pag/mL, tiroxina total (T4 total) em pg/dL,
tiroxina livre (T4 livre) em ng/dL, e o horménio
estimulador da tireoide (TSH) em pUI/mL, pelo
método de quimioluminescéncia direta, com o
equipamento automatico ADVIA Centaur® XP —
SIEMENS. Os kits sd8o imunoensaios
competitivos, largamente  empregados em
humanos, executados de acordo com as
instrucBes do fabricante (ADVIA Centaur®,
Siemens Healthcare Diagnostics, USA).

Realizou-se uma andlise de variancia para todas

as varidveis segundo um  delineamento
inteiramente ao acaso, em um arranjo fatorial 2

175



Vieira et al.

(espécie) x 2 (sexo), mediante 0 uso de um
modelo linear misto que contempla os efeitos
fixos de espécie, sexo e suas interacdes e o efeito
aleatério de origem. A idade e 0 peso das araras
estdo incluidos como covariaveis. Na conducao
das andlises de variancia dos dados, utilizou-se o
procedimento MIXED, do software Statistical
Analysis Systems, versdo 9.2 (SAS Institute,
USA). Para considerar um efeito significante,
adotou-se um nivel de probabilidade de 5% ou
menor para o teste F. Estdo apresentados nos
resultados a média e o erro-padrdo para todas
variaveis em funcéo dos tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As aves amostradas estdo clinicamente saudaveis
e alertas, com escore corporal normal e postura
em estacdo. Os pesos médios das fémeas (n=8) e
machos (n=4) das araras-canindés sdo de 1,03

0s pesos médios das fémeas (n=4) e machos
(n=7) das araras-vermelhas sdo de 1,22 (0,25) e
1,26 (0,17) kg. As médias de peso corporal
obtidas estdo de acordo com os valores esperados
para essas espécies (Carpenter, 2010).

Os resultados dos parametros hematologicos
(Tab. 1) e dos testes bioquimicos (Tab. 2) estdo
de acordo com os valores normais para as
espécies amostradas (Teare, 2002). Grande parte
dos dados clinicos disponiveis para aves &
originaria de estudos realizados em outros paises,
onde o clima e o manejo divergem, na maioria
das vezes, daqueles encontrados no Brasil, 0 que
pode influenciar nas avaliacfes laboratoriais
(Valle et al., 2008). Dessa forma, os resultados
obtidos para a amostra em questdo visam
colaborar na geracdo de valores hematol6gicos e
bioguimicos de referéncia para a regido do Brasil
onde vivem os animais amostrados.

(0,03) e 1,1 (0,04) kg, respectivamente, enquanto

Tabela 1. Valores hematol6gicos médios e erro-padrdo em araras (Ara ararauna e Ara chloropterus),
mantidas no Criadouro de Animais Silvestres da Itaipu Binacional e no Parque das Aves Foz Tropicana,
ambos localizados em Foz do Iguagu, Parand

Variaveis Ara spp. Ara ararauna Ara chloropterus A
N 23 12 11 Valores de referéncia

RBC (milhdes/mm) 2,8 (0,06) 2,8(0,1) 2,9 (0,06) 2,11 a 6,54
Hg (g/dL) 15,1(0,2) 15,5 (0,3) 14,8 (0,3) 6,2a18

VGM (fL) 158, 2 (3,7) 163,5 (5,2) 152,5 (5,0) 55,9 a 229

HGM (pg) 52,8 (1,7) 56,2 (1,8) 49,2 (2,6) 13,4a64,3

CHCM (%) 33,5(0,5) 34,4 (0,4) 32,6 (1,0) 13,6a43,1
HT (%) 44,4 (0,7) 45,0 (1,0) 43,6 (0,9) 34262
WBC (x10%/mm3) 12,1 (1,2) 10,1 (1,3) 14,5 (2,0) 3ab4,5
EOS (%) 0,01 (0,01) 0,0 (0,0) 0,02 (0,01) 0,0a13
BAS (%) 0,28 (0,1) 0,22 (0,03) 0,34 (0,1) 0,0a1.2
MON (%) 0,63 (0,2) 0,43 (0,1) 0,85 (0,2) 0,0a25
LIN (%) 4,2 (0,4) 3,6 (0,4) 4,88 (0,5) 0,3a25,7
HET (%) 9,3 (1,4) 6,7 (1,0) 12,2 (1,6) 0,9a50,7

PP (g/dL) 3,5(0,13) 3,5 (0,24) 3,6 (0,13) 19a77

*Fonte: Teare (2002). RBC= contagem total de hemécias; Hg= hemoglobina; VGM= volume globular médio; HGM=
hemoglobina globular média; CHCM= concentracdo de hemoglobina globular média; HT= hematdcrito; WBC=
leucécitos totais; EOS= eosindfilos; BAS= baso6filos; MON= mondcitos; LIN= linfécitos; HET= heterofilos; PP=
proteina plasmatica; N= nimero de individuos.

Tabela 2. Média e erro-padrdo das variaveis de bioquimica sérica em araras (Ara ararauna e Ara
chloropterus), mantidas no Criadouro de Animais Silvestres da Itaipu Binacional e no Parque das Aves
Foz Tropicana, localizados ambos em Foz do Iguagu, Parana

Varﬁvels Ari 6spp. Ara a;%rauna Ara chI06ropterus Ve dls el
~ AST (mg/dL) 155 (15,5) 155,2 (25,2) 154,3 (5,6) 40a 528
Acido Urico (mg/dL) 6,5 (0,8) 7,7 (1,1) 4,5 (0,7) 0al149

*Fonte: Teare (2002). AST = aspartatoaminotransferase; N = nimero de individuos.
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Na Tab. 3, estdo a média e o erro-padrdo dos
horménios tirecidianos dosados, conforme sexo e
espécie. Houve diferenca significativa (P<0,05)
nos niveis de T4 total entre aves de espécie e
sexo diferentes (Fig. 1). Os niveis de T3 livre sdo
significativamente menores (P<0,05) em Ara
ararauna do que em Ara chloropterus.

O nivel de T4 total variou de 0,3 a 2,5ug/dL,
com uma média de 0,94ug/dL. Eshratkhah et al.
(2011) mensuraram, por quimioluminescéncia, as
concentracdes séricas de horménios tireoidianos
em frangos de corte e obtiveram uma
concentragdo média para T4 total semelhante a
apresentada neste trabalho. A média de T4 total
em Ara ararauna, determinada por RIA
ultrassensivel, variou de 0,16 a 0,38ug/dL, com
uma media de 0,26 (Greenacree et al., 2001),
valores relativamente  mais baixos aos
encontrados no presente estudo.

Sabe-se que existem variagdes nos intervalos de
referéncia entre as espécies e, em alguns casos,

entre aves da mesma espécie (Orosz et al., 2016).
Este trabalho obteve valores de T3 livre e T4
total significativamente maiores em Ara
chloropterus do que em Ara ararauna (Tab. 3).
GeneralizagGes sobre as diferengas nos niveis de
horménios tireoidianos entre espécies ndo sao
possiveis, visto que varios fatores influenciam o
funcionamento  da  tireoide, como a
disponibilidade de alimentos e de iodo na dieta, a
composicdo de alimentos, a sazonalidade, a
temperatura, a idade, a maturidade sexual, a data
da coleta de sangue e o estresse (Greenacre et al.,
2001; Schmidt e Reavill, 2008). Portanto, 0s
valores do intervalo de referéncia devem ser
utilizados com cuidado (Orosz et al., 2016),
devendo-se comparar somente valores gerados
pelo mesmo método de andlise e, se possivel, do
mesmo laboratério e entre aves da mesma
espécie. Os resultados devem ser interpretados
juntamente com outros indicadores, como sinais
clinicos e outros testes laboratoriais (Schmidt e
Reavill, 2008).

Tabela 3. Efeito de espécie e/ou sexo sobre os niveis séricos de hormonios tireoidianos em araras (Ara
ararauna e Ara chloropterus), mantidas no Criadouro de Animais Silvestres da Itaipu Binacional e no
Parque das Aves Foz Tropicana, ambos localizados em Foz do Iguagu, Parana

Espécie (E) Sexo (S) Valor de P
Varidvel ~ Araspp. Araararauna Ara chloropterus Macho Fémea E S ExS
(n=23) (n=12) (n=11) (n=11) (n=12)
T3livie 2,42 21 2.9 2.4 2,6
(pgmL)  (056) (023" 023 (22 (021 002 052 072
T4total* 0,94 0,5 1,6 0,8 1,2
(gidl)  (056) (0,14 (014¢  (013° (013 <001 002 <001
Talivie 0,28 0,30 0.25 0.27 0,28
(ng/dL)  (0,05) (0,028) (0,030) 0025) (002 %34 087 045
TSH 0,04 0,02 0,06 0,04 0,04
QUML) (0.04) (0,015) (0,016) 0014)  (0014) %21 084 013

Média de quadrados minimos (erro-padrdo); n= nimero de animais. *Variavel influenciada significativamente pela
interacdo de espécie e sexo, a qual foi desdobrada na analise de variancia para ambos os fatores na figura abaixo (Fig.
1). *Médias de quadrados minimos seguidas por diferentes letras minGsculas entre as espécies diferem
estatisticamente a um nivel de significancia de 5% pelo teste F. “EMédias de quadrados minimos seguidas por
diferentes letras maitsculas entre os sexos diferem estatisticamente a um nivel de significancia de 5% pelo teste F.

Visto que a proteina carreadora denominada
globulina ligadora de tiroxina (TBG) esta ausente
nas aves, 0s niveis de T4 livre sdo menos
afetados pelas concentracbes de proteina e
doencas concomitantes, e sua concentragdo
parece ter maior nivel em amostras de aves
guando comparadas as de mamiferos. Com isso,
0 uso de T4 livre para auxilio no diagnéstico de
doencas da tireoide em aves tem sido proposto e
investigado (Orosz et al., 2016). O intervalo
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normal de T4 livre para papagaio-da-hispaniola
pelo método da diélise de equilibrio foi de 0,046
a 0,54ng/dL (Branddo et al., 2014), semelhante
aos valores obtidos para as espécies de araras no
presente estudo, cujos valores variaram de 0,11 a
0,46ng/dL.

Embora as concentragbes de T4 sejam
responsaveis pela geracdo de vérias respostas
hormdénio-dependentes em aves, é observado que
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T3 é o hormbnio fisiologicamente mais ativo
(Welcker et al., 2013). Essa afirmacéo é baseada
nas seguintes evidéncias: i) 0s receptores
tireoidianos em aves, assim como nhos
mamiferos, sugerem uma maior afinidade para
T3; ii) a proporgdo relativa entre T3/T4 é maior
em aves do que em mamiferos, o que sugere uma
boa capacidade de ligacdo de T3; e iii) as
caracteristicas e o funcionamento das enzimas
responsaveis pela producdo dos horménios
tireoidianos ~ demonstram  maior  resposta
fisiolégica das aves ao T3 (Mcnabb, 2000).
Devido a importancia fisiologica do T3 em aves,
foi realizada a dosagem desse horménio em
todas as araras amostradas, obtendo-se valores
em um intervalo de 1,46 a 3,59pg/mL.

Na maioria dos intervalos de referéncia
publicados para T4 total em aves, utilizou-se um
kit de RIA desenvolvido para sorologia em cées
(Greenacre et al., 2001; Orosz et al., 2016) e
ainda ndo validado para o uso nessa classe. Aves
apresentam niveis séricos de hormdnios da
tireoide muito baixos (Mayer e Donelly, 2013),
portanto € necessario escolher um teste que
detecte com precisao concentracgoes
relativamente baixas. A concentracdo mais baixa
disponivel para o kit de RIA é de 0,5ug/dL
(Greenacre, 2009), enquanto a sensibilidade
analitica minima do kit de CLIA utilizado neste
trabalho é de 0,3ug/dL. Considerando-se esses
fatos, sugere-se a realizacdo de novos estudos
que comparem o0s valores dos hormdnios
tireoidianos de araras obtidos pelos métodos de
RIA e CLIA, com amostras dos mesmos animais
e analisadas em um mesmo laboratério, com o
objetivo de se definir qual ensaio é mais preciso
e de se criarem intervalos de referéncia
confidveis nas espécies de araras estudadas.

Os niveis de TSH neste trabalho variaram de
0,01 a 0,12uUl/mL, com uma média de
0,04pUl/mL. Entre os 23 animais, 13 obtiveram
concentragdo de TSH proxima ao valor minimo
detectdvel pelo kit (0,008puUI/mL). Esses
resultados podem indicar que os niveis de TSH
nessas espécies sdo naturalmente baixos. Outra
explicacdo possivel para esses valores baixos
esta associada ao fato de que, em aves adultas, os
valores circulantes de hormdnios da tireocide
flutuam em ciclos anuais (Groscoulas e Leloup,
1986; Silverin et al., 1989) devido a interacdo
sinergética com outros hormonios, especialmente
no final da temporada reprodutiva e durante a
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muda (Norris e Carr, 2013). Assim, o fato de as
aves deste estudo estarem fora do periodo
reprodutivo e a amostragem ter sido realizada em
um curto periodo de tempo podem ter
influenciado nos valores de TSH. Recomenda-se
a realizacdo de novas pesquisas que incluam
dosagens dos hormdnios tireoidianos em todos os
periodos do ano, com o objetivo de avaliar a
influncia da sazonalidade nos niveis de
hormdnios tireoidianos nessas espécies.

Os resultados das dosagens hormonais
sugerem valores fisiologicos de referéncia para
hormbnios tireoidianos, pelo método de
quimioluminescéncia, para Ara ararauna e Ara
chloropterus. A obtencdo desses valores tem
grande importancia no diagndstico de alteracGes
na fungdo tireoidiana em aves enfermas. Com
base em pesquisas diagnosticas bem embasadas,
o0 papel que a glandula tireoide desempenha em
doencas clinicas em aves serd& mais
compreendido. A quimioluminescéncia é um
teste pratico, barato e rapido, que ndo gera
residuos radioativos, nenhum efeito tdxico dos
reagentes (Shamsian et al., 2016; Lemos et al.,
2015) e torna acessivel a realizacdo de testes
tireoidianos na rotina clinica.

A Fig. 1 apresenta as diferencas na concentragdo
de T4 total, conforme a espécie e 0 sexo das
aves. Os machos tém valores maiores (P<0,05)
de T4 que as fémeas na espécie Ara ararauna,
enquanto as fémeas possuem valores maiores
(P<0,05) que os machos na espécie Ara
chloropterus.

Embora ndo completamente elucidados, fatores
reprodutivos podem ser responsaveis por
variagbes nas concentragdes dos hormdnios
tireoidianos (Johnson, 1994). Diferencas entre
sexos nas concentracdes de tiroxina total sdo
reportadas em ratos e cobaias, e observou-se que
machos apresentam valor de T4 sérico maior que
fémeas (Segal et al., 1982; Muller et al., 2009).
Em gatos, estudos avaliaram a influéncia do sexo
sobre os valores de T4 total, mas os resultados
sdo conflitantes e sem consenso (Vieira et al.,
2010). Em aves, essa relagdo ndo esta
esclarecida. Em vista disso, necessita-se de mais
estudos que testem a representagéo de subgrupos,
como sexo e idade, nas variacbes dos niveis
séricos desses hormonios, com o objetivo de se
desenvolverem resultados precisos.
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Figura 1. Grafico de caixa demonstrando a interagdo entre espécie e sexo sobre a concentracdo total do
horménio tiroxina (T4 total, ng/dL) em araras. Os valores dentro do gréfico indicam as médias de
quadrados minimos. N= nimero de individuos para as combinag6es.

CONCLUSOES

O método de quimioluminescéncia se mostrou
eficiente para a obtencdo das concentragdes
séricas de hormdnios tireoidianos em araras e
apresenta os valores fisioldgicos para esses
horménios em Ara ararauna e Ara chloropterus.
As concentragfes dos horménios tireoidianos
somente podem ser comparadas com os valores
de referéncia estabelecidos na atual pesquisa,
quando se utilizar o mesmo método de analise e,
se possivel, o mesmo laboratério, além de
considerar as variacbes relevantes entre
diferentes espécies e sexos. As dosagens de
hormdnios tireoidianos devem fazer parte da
rotina clinica de aves, pois sdo varidveis
fundamentais para um diagnéstico preciso.
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