COMPARACION DE LOS NIVELES DE HORMONAS TIROIDEAS ENTRE
DOS LINEAS DE AVES PONEDORAS

RESUMEN

Objetivo. Establecer valores de referencia en
los niveles de TSH y T, libre, para las lineas de
ponedoras Hy-Line W-36 y Lohmann Brown-
Classic, asimismo, comparar los niveles de
hormonas tiroideas en suero sanguineo entre
estas dos lineas.

Materiales y métodos. Se obtuvo suero en
ayunas de 100 gallinas ponedoras (50 Hy-Line
W-36 y 50 Lohmann Brown-Classic) de 25
semanas de edad, y se determinaron los niveles
de TSH y T, libre mediante inmunoensayo
enzimatico.

Resultados. Los valores de TSH para la linea
Hy-Line W-36 (unUI/ml) fueron: promedio,
minimo, maximo y desviacion estandar de 0,09,
0,00, 0,82, 0,15, respectivamente. Para la linea
Lohmann Brown-Classic (@UI/ml) fueron: 0,29;
0,00; 4,98; 0,78, respectivamente. El valor P del
test F es mayor o igual a 0,05, por lo cual no
hay diferencia estadisticamente significativa,
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con una confidencia del 95% para la TSH entre
lineas. Los valores de T, libre para la linea Hy-
Line W-36 en ng/dl fueron: promedio, minimo,
maximo y desviacion estandar de 0,95, 0,11, 2,00,
0,53, respectivamente, mientras que los valores
encontrados para la linea Lohmann Brown-
Classic en ng/dl fueron: 1,54, 0,21, 2,58, 0,49,
respectivamente. El valor P del test F es inferior
a 0,05, evidenciando diferencia estadisticamente
significativa, con una confidencia del 95% para
T, libre entre lineas.

Conclusion. Se observo diferencia estadistica
para los niveles de T, libre entre las lineas
estudiadas; esto podria explicarse ya que la linea
semi-pesada (Lohman Brown-Classic) deposita
una mayor cantidad de grasa en el organismo,
influyendo en el aumento de los niveles de T,
para esta y no para la linea liviana Hy-Line
W-36. Se aportan valores de referencia para las
dos lineas comerciales de ponedoras evaluadas.
TSH, T4
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COMPARISON OF THYROID
HORMONE LEVELS BETWEEN
TWO LINES OF LAYING HENS

ABSTRACT

Objective. To establish reference values for TSH
and free T,, in two lines of laying hens (Hy-Line
W-36 and Lohmann Brown-Classic),as well as to
compare the thyroid hormone levels in serum
between those two lines.

Materials and methods. One hundred, 25
weeks of age laying fasting hens serum (50 Hy-
Line W-36 and 50 Lohmann Brown-Classic)
was obtained and TSH and free T, levels were
measured using enzymatic inmunoessay.

Results. The values obtained for TSH for High-
Line W-36 (unUI/ml) were: mean, minimal,
maximal, and standard deviation, 0.09, 0.00,
0.82, 0.15 respectively. For the Lohmann Brown-
Classic (uUI/ml) the values were, 0.29, 0.00,
4.98, 0.78, respectively. The P value of test F

INTRODUCCION

En las aves, la glandula tiroides es la encargada
de la produccién de las hormonas tiroideas,
tanto triyodotironina (T,) como tiroxina (T,).
Para que este proceso se lleve a cabo, esta
glandula estd regulada primeramente por el
hipotalamo, donde se produce la hormona
liberadora de tirotropina, que ejerce su accion
sobre la adenohipdfisis permitiendo la liberacion
de la hormona estimulante de tiroides (TSH)
(1). Esta hormona estd involucrada en el
acoplamiento del yodo obtenido en la dieta y la
molécula de tirosina, aminoacido que conforma
la tiroglobulina (TGB) formada en la célula
folicular (2, 3), unién necesaria para dar origen
a las hormonas tiroideas dentro de la glandula
(2). Ademas, actta sobre las células tiroideas
desencadenando laliberacionde T,y T, desde su
almacenamiento en el coloide (4). Seguidamente,
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was greater or equal to 0.05 reason why there
is not statistical significant difference, with a
95% confidence for TSH between the lines
studied. The free T, values obtained for Hy-Line
W-36 in ng/dl were mean, minimal, maximal,
and standard deviation of 0.95, 0.11, 2.00, 0.53
respectively while the values found for the
Lohmann Brown-Classic line inng/dl were 1.54,
0.21, 2.58, 0.49 respectively. The P value for the
F test was inferior to 0.05, showing statistically
significant difference with a 95% confidence for
free T, between the lines studied.

Conclusion. Statistical difference was observed
for free T, between the two studied lines. This
could be explained because the semi-heavy
line (Lohman Brown-Classic) deposits a higher
quantity of fattening in the organism influencing
the increase of T, levels for this line and not for
the light Hy-Line W-36. Reference values for
the two laying hens studied lines are presented.

Key words: hens, TSH, free T,, metabolism.

en los tejidos la tiroxina es convertida en
triyodotironina, la cual ejerce la actividad
biolégica (5, 6). En las ponedoras, estas hormonas
juegan un papel importante en el metabolismo
y el desarrollo embrionario, ademads son
fundamentales para el desarrollo del ovario y la
producciéon de huevo (7). Estas hormonas acttian
a través de receptores nucleares implicados
en la regulacion del eje hipoéfiso-ovarico y los
procesos asociados con el crecimiento y la
maduracion del foliculo (8). Siendo necesarias,
también, para el desarrollo del cerebro de las
aves (9). Debido a que la elevacion o disminucién
de los valores de estas hormonas afectan los
parametros productivos de las aves comerciales
de forma negativa, se crea la necesidad de
comparar las lineas genéticas comerciales que se
utilizan en nuestro pais, tratando de establecer
los valores de referencia para T, libre y TSH en
ponedoras.
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MATERIALES Y METODOS

Gallinas ponedoras de las lineas Hy-Line W-36
y Lohmann Brown-Classic, fueron criadas en la
Granja Montelindo, propiedad de la Universidad
de Caldas, a una temperatura promedio de 25°C
y 13 horas de luz aproximadamente. Fueron
alimentadas hasta la semana 24 de edad con
una dieta comercial para gallinas ponedoras,
junto con todo el lote de aves. Se eligieron
completamente al azar las aves a estudiar,
manteniéndose en el mismo galpén, y durante
las semanas 25 y 26 de edad se alimentaron con
una dieta a base de maiz y torta de soya (Tabla 1).

La produccién para la semana 26 de las gallinas
escogidas (50 de cada linea) fue del 96% en la
gallinas Hy-Line W-36, con un peso promedio
de1.444 g,y 98% en las gallinas Lohman Brown-
Classic, con un peso promedio de 1.851 g. Se les
realizé un ayuno de 16 h y se tomaron 20 cm
de sangre directamente de la yugular, a todos
los animales a las 8 de la mafiana. La sangre
se centrifugé a 3000 rpm durante 15 minutos
y el suero se congel6 a -30°C. Las muestras
se llevaron a una temperatura de 37°C por 10
minutos.

Para la determinacion del T, libre se utilizo
la prueba de inmunoensayo enzimatico
competitivo (Accubind T4L, Monobind Inc©);
brevemente, los sueros fueron colocados en
contacto con una fase sélida que contenia
anticuerpos contra la T, a la cual se le agrego
el conjugado compuesto por T, libre unido a
peroxidasa de rabano (HRP); luego de 1 hora
de incubacién a temperatura ambiente, se hizo
un lavado para liberar aquellas moléculas no
unidas y se agrego el substrato formado por una
mezcla de tetrametil bencidina (TMB) y peréxido
de hidrégeno disuelto en buffer de acetato, con
una incubacién de 15 minutos, tiempo al cabo
del cual se detuvo la reaccion al agregarle una
solucién de acido clorhidrico 1N. La lectura se
hizo en un equipo lector de microELISA (Titertek
Multiscan™) a una absorbancia de 450 nm;
las absorbancias obtenidas de los estandares

se graficaron junto con las concentraciones, y
de la curva de calibracién se obtuvieron las
concentraciones de T, libre de las respectivas
muestras.

Para la determinacién de los niveles de TSH
(hormona estimulante del tiroides), se utiliz6
una prueba de inmunoensayo enzimatico
colorimétrico tipo sdndwich, utilizada para
la cuantificacion del TSH de origen humano
(Accubind TSH-Monobind Inc®); brevemente,
a una placa de 96 pozos que tenia unidos
anticuerpos monoclonales contra la TSH en una
interaccion estreptavidina-biotina, se le agrego
una alicuota de suero obtenido de ponedoras
y una alicuota de conjugado compuesta de un
anticuerpo policlonal contra la TSH unido a la
peroxidasa de rabano; se incub6 dos horas a
temperatura ambiente, tiempo al cabo del cual
se lavo la placa con una solucién de fosfatos
para eliminar todas aquellas moléculas no
unidas, y se agreg6 el substrato formado por
una mezcla de tetrametil bencidina (TMB)
y de peréxido de hidrégeno; gracias a la
presencia de la enzima en el complejo inmune
previamente formado, se produjo la generacién
de oxigeno a partir de peroxido de hidrégeno,
el cual al actuar sobre la tetrametil bencidina
generd un cambio de color cuya intensidad es
proporcional a la concentracién de la hormona;
para detener la reaccion enzimética luego de
un periodo de incubacién de 15 minutos se
agreg6 acido clorhidrico 1N, y posteriormente
se procedi6 a hacer la lectura en un fotémetro
lector de microELISA (Titertek Multiscan™) a
una longitud de onda de 450 nm; los resultados
obtenidos de los estandares se graficaron frente
a sus concentraciones, generdndose una curva
de calibraciéon en la cual se pudieron obtener
las concentraciones de cada uno de los sueros
probados.

Para realizar el andlisis estadistico, se empled
el programa estadistico Statgraphics Plus,
mediante el StatAdvisor, procedimiento que
realizé un andlisis de la varianza simple,
realizando varios tests y graficos para comparar
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los valores medios (T, libre, TSH) para 2
diferentes niveles de linea (Hy-Line W-36 y
Lohmann Brown-Classic). El F-test en la tabla
de ANOVA simple, comprobé la existencia o
no de diferencias significativas entre las medias.
Para todas las inferencias se estipularon a =
5%, por debajo del cual se rechazé la hipétesis
nula de igualdad entre grupos. La probabilidad
fiducial se evalu6 por intervalos de confianza
(IC£95%). Las estadisticas paramétricas incluyen
estimadores de tendencia central (media
aritmética) y dispersion (desviacion estdndar).

RESULTADOS

Las Tablas 1 y 2 muestran los valores obtenidos
para los niveles de TSH y T, libre en las dos
lineas de ponedoras, respectivamente. Al
evaluar los niveles de TSH entre lineas, el valor
P del test F es mayor o igual a 0,05, por lo cual
no hay diferencia estadisticamente significativa,
con una confidencia del 95%. Para T, libre
entre lineas, el valor P del test F es inferior a
0,05, evidenciando diferencia estadisticamente
significativa, con una confidencia del 95%.

Tabla 1. Valores de TSH (nUI/mL) en dos lineas comerciales de gallinas ponedoras.

Promedio Minimo Maximo SD
Hy-Line W-36 0,09 0,00 0,82 0,15
Lohmann Brown-Classic 0,29 0,00 4,98 0,78

Tabla 2. Valores de T, libre (ng/dL) en dos lineas comerciales de gallinas ponedoras.

Promedio Minimo Maximo SD
Hy-Line W-36 0,95 0,11 2,00 0,53
Lohmann Brown-Classic 1,54 0,21 2,58 0,49

DISCUSION

Se conoce que las hormonas tiroideas juegan un
papel importante para el desarrollo del ovario
y la produccion de huevo (7, 10). En las aves,
estas hormonas son modificadas por diferentes
factores como la temperatura ambiental, ya que
las aves regulan la produccién de hormonas
tiroideas segtin las variaciones ambientales a las
que se encuentren sometidas, de esta manerasila
temperatura aumenta la secrecién disminuye y
viceversa (11). La dieta es otro factor importante
que puede alterarlas, ya que el yodo es esencial
para la formacion de estas hormonas, su
deficiencia y/o exceso conlleva a la presentacion
de bocio (aumento de la glandula tiroides) tanto
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en aves como en mamiferos. Las manifestaciones
clinicas de esta afeccién estdn directamente
relacionadas con problemas respiratorios como
resultado de la presion ejercida por la glandula
sobre la traquea (12). Ademas, la deficiencia
de aminodcidos esenciales limita la sintesis de
tiroglobulina glicoproteina esencial para su
sintesis, disminuyendo la T, y T, circulantes (2);
generando asi un crecimiento lento (5). Por otro
lado, el ayuno provoca en las aves disminucion
de T, y TSH y aumento de la T, (6, 13), esta
ademads se mantiene elevada a nivel hepético
después del suministro del alimento (5). Estos
cambios son debidos a que durante este estado,
la actividad de las deyodasas varia (14).
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Al ser evaluadas las concentraciones de TSH en
la hipdfisis, se evidencia que su concentracion
mas baja se encuentra 5 horas después de la
ovulacién y la més alta 20 horas después de la
misma, por otro lado el contenido minimo de
tiroxina (T,) en el suero sanguineo se presenta
10 horas después de la ovulacion y el maximo
15 horas después de esta (15). Durante el pico
de produccién los niveles plasmaticosde T,y T,
disminuyen, mientras que durante el proceso
de muda los niveles de T,aumentan y los de T,
disminuyen (16). Este periodo se alarga si los
niveles de T, estan disminuidos (17). Si a nivel
productivo hay un aumento en la densidad de
poblacién los valores de las hormonas tiroideas
no se ven afectados (16).

Los fotoperiodos, pueden ser causa de cambios
enlos niveles de hormonas tiroideas. En hembras
sometidas a fotoperiodos cortos (8 horas de luz),
no se observan cambios significativos en las
concentraciones plasmaticas de T,, mientras que
al exponerlas a fotoperiodos largos (16 horas
de luz) la T, aumenta, sin que se evidencien
cambios en la T, plasmatica en ninguno de los
fotoperiodos (18). En nuestro caso, los animales
no estuvieron expuestos a fotoperiodos largos,
y la toma de muestras se realizé en todos los
animales, en horas de la mafiana, luego de una
exposicion a dos horas de luz aproximadamente,
buscando con esto evitar el posible efecto de la
luz en los niveles de hormonas tiroideas, aunque
no encontramos informacién relacionada con
posibles cambios de los niveles de hormonas
tiroideas en horas de la mafiana.

Sesabe que duranteel replume, lasconcentraciones
plasmaticas de T, aumentan, mas no cambian las
de T, esto demuestra la participacién de la T,
al promover la fotosensibilizacion y disminuir
la fotorrefractariedad en la muda inducida por
fotoperiodos cortos (18). Se ha evidenciado que
no es necesario un cambio en las hormonas
tiroideas para que ocurra la fotosensibilizacion
(19). Luego de la fotosensibilizacién los niveles

de T, disminuyen y los de T, aumentan (20, 21)
y permanecen estables. Las concentraciones
plasmaticas de T, y T,, en hembras y machos
sometidos a fotosensibilizacién y con una
restriccidon alimenticia, se mantienen estables
en hembras, mientras en machos varian semana
a semana”. Durante el periodo de oscuridad,
la liberacion hormonal desde la glandula
tiroidea es mucho mayor, aunque la conversion
extratiroidea de T, a T, se eleva en el periodo de
luz. El pico en la concentraciéon plasmatica de
T, ocurre en el periodo de oscuridad, mientras
que el de la T, se da en el de luz (1). Asimismo
durante el estrés, el cual puede ser causado por
multiples factores como el aislamiento, cambios
climaticos, miedo, hambre y manejo, se observa
aumento en los niveles de corticosterona la
cual afecta el eje tiroideo, induciendo una
disminucién en las concentraciones plasmaticas
de TSH (22, 23).

Los depositos de grasa estimulan la produccion
de T, a partir de la T,, entre mas abundantes
sean dichos depdsitos mas elevados estaran
los niveles de la T, total (24, 25); y de T, libre,
en este estudio los resultados indican que
hay una diferencia estadistica para los niveles
de T, libre entre las lineas comparadas; esto
podria explicarse ya que la linea semi-pesada
(Lohman Brown-Classic) deposita una mayor
cantidad de grasa en el organismo, influyendo
en el aumento de los niveles de T, para esta
y no para la linea liviana Hy-Line W-36. La
gran mayoria de trabajos encontrados miden
valores totales de T, y T,, del mismo modo,
la gran mayoria de determinaciones son
hechas en pollos de engorde, bajo multiples
condiciones experimentales, sin embargo,
algunos autores (26), han reportado valores
de TSH y T, libre en ponedoras Hisex Brown
Line a las 30 semanas de edad, por el método
de elctroquimioluminiscencia, con resultados,
de alguna manera, similares a los nuestros asi:
TSH (mU/ml) 0,07+0,006 y T, libre (ng/dl)
4,35+0,378.
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Los parametros productivos pueden ser
modificados, ya que en las tltimas décadas
la avicultura ha realizado una seleccion mas
minuciosa en cuanto a las lineas genéticas que
utiliza. Aunque se les conocia como razas, las
gallinas que actualmente hacen parte del sistema
productivo son lineas genéticas cuyos nombres
comerciales son fijados por las compafias que
las producen. La eleccion que hace el productor
a la hora de usar una u otra linea, se basa en los
estudios previos que se tengan de las mismas
y su eficiencia productiva con respecto a las
demads lineas existentes, esto lo demuestran
claros estudios que comparan diferentes factores
entre lineas no solo de ponedoras sino también
de pollos de engorde (16, 27, 28). Esta seleccion
genética afecta no solo los rasgos de produccion,
sino también el patrén de desarrollo del embrién
y su metabolismo (29, 30).
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CONCLUSION

Debido a que la elevacion o disminucién de
los valores de hormonas tiroideas afecta los
pardmetros productivos de las aves comerciales
de forma negativa (cuando los niveles de T,
aumentan o disminuyen se produce un cese
de la produccion de huevo, efecto que puede
ser transitorio) (28, 29), se hace necesario
comparar lineas genéticas, en nuestro caso
lineas comerciales que se utilicen en nuestro
pais, abriendo las puertas a nuevos estudios
que corroboren los cambios bioquimicos y
fisiol6gicos de las hormonas tiroideas al implicar
en ellos todos estos factores que las alteran. Con
lo cual, se lograran establecer los valores de
referencia del perfil tiroideo especificamente
T, libre y TSH para las lineas Hy-Line W-36 y
Lohman Brown-Classic. Se crea asi, la iniciativa
de seguir experimentando con las demas lineas
y con todos los posibles factores que las pueden
modificar para conseguir el mejor rendimiento
en produccioén aviar.
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