UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

AVALIACAO PROSPECTIVA DE INDICADORES CARDIOVASCULARES,
HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO EM CAES
COM HIPERADRENOCORTICISMO ESPONTANEO

Frederico Aécio Carvalho Soares

PORTO ALEGRE
2019



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

AVALIACAO PROSPECTIVA DE INDICADORES CARDIOVASCULARES,
HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO EM CAES
COM HIPERADRENOCORTICISMO ESPONTANEO

Autor: Frederico Aécio Carvalho Soares

Tese apresentada como requisito parcial
para obtencdo do grau de Doutor em
Ciéncias Veterinarias

Orientador: Félix Gonzalez

PORTO ALEGRE
2019



O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacgéo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de Financiamento 001.

CIP - Catalogacao na Publicacao

Soares, Frederico Aécio Carvalho
AVALIAQﬂO PROSPECTIVA DE INDICADORES

CARDIOVASCULARES, HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E DE
COM HIPEERADRENOCORTICISMO

ESTRES;E OXIDATIVO EM CAES
ESPONTANEC / Frederico Récio Carvalho Soares. —-— 2019,
57 £.

Orientador: Félix Hilario Diaz Gonzalez.

—— Universidade Federal do Rio
Programa de

Porto Alegre,

Tese (Doutorado)
Grande do Sul, Faculdade de Veterinaria,
Pods-Graduacgdo em Ciéncias Veterinarias,
BR-RS, 2019.

1. cardiclogia. 2. Endocrinologia. 3. Clinica
médica. 4. Patoclogia clinica. 5. Pequenos animais. I.
Gonzilez, Félix Hiladrio Diaz, orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




Frederico Aécio Carvalho Soares
AVALIA(;AO PROSPECTIVA DE |INDICADORES CARDIOVASCULARES,
HEMATOLOGICOS, BIOQUI'MICOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO EM CAES COM

HIPERADRENOCORTICISMO ESPONTANEO

Aprovada em 14 MAR 2019

APROVADO POR:

Prof. Dr. Félix Hilario Diaz Gonzalez (UFRGS)

Orientador e Presidente da Comissao

Profa. Dra. Mariana Cristina Hoeppner Rondelli (UFPEL)

Membro da Comissao

Prof. Dr. Alan Gomes P6ppl (UFRGS)

Membro da Comissao

Prof. Dr. Daniel Guimaraes Gerardi (UFRGS)

Membro da Comissao



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a minha sobrinha Maria Fernanda, que
assistiu minha defesa de mestrado do ventre da minha querida
irmd e se desenvolveu graciosamente durante o projeto de
doutorado. Dedico também ao meu recém-chegado sobrinho
Bento, torcendo para 0 que o0 estudo e a pesquisa sejam

valorizados pelas proximas geracoes.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, a minha familia, pessoas maravilhosas que tenho o privilégio de ter
sempre ao meu lado. Paulo Roberto, Maria da Graga, Pablito, Nicole, Bebel e Fernando:
muito obrigado!

A minha namorada Mariana, uma pessoa especial que entrou na minha vida no final
do doutorado, mas tornou os dias de trabalho na tese mais leves e agradaveis.

Ao Professor Félix Gonzélez, pelas oportunidades de orientagdo desde a época de
iniciacdo cientifica e, posteriormente, no mestrado e doutorado, estando sempre disposto a
auxiliar e fazer pesquisas em diferentes areas. Acima de tudo, agradeco ao Professor Félix
pelo incentivo a carreira docente que, gracas ao Seu apoio, consegui conciliar com o
doutorado.

Ao Professor Alan Poppl e aos médicos veterinarios do servico de endocrinologia,
Guilherme Carvalho, Tatiane Linden, Savio Francisco e Leticia Machado, pela amizade e
parceria académica, compartilhando e atendendo os pacientes com hiperadrenocorticismo
que participaram do projeto.

Aos professores, veterinarios, funcionarios e estagiarios do Laboratério de Analises
Clinicas Veterinarias e do Hospital de Clinicas Veterinarias da UFRGS, que participaram
direta ou indiretamente da realizacdo deste trabalho. Ambientes estes que, ao longo dos
ultimos anos, foram para mim fontes de um aprendizado imensuravel.

Ao Professor Nélson Kretzmann Filho e a equipe do Reprolab UFRGS, pela
amizade e auxilio na realizacdo das analises laboratoriais de estresse oxidativo.

Aos colegas professores e alunos do Centro Universitario Ritter dos Reis —
UniRitter, onde nos ultimos anos tenho vivenciado a mais desafiadora e enriquecedora
experiéncia profissional. Uma mencéo especial a professora Viviane Guyoti, profissional
gue admiro e responsavel por esta primeira oportunidade na carreira docente.

A todos os demais colegas e professores que contribuiram durante a minha
formacdo académica.

Aos tutores dos cdes que participaram do projeto, que foram extremamente solicitos
e acessiveis, entendendo que o intuito dos estudos € produzir informacdes cientificas que
ajudem outros pacientes no futuro.

Por fim, a Universidade Federal do Rio Grande do Sul, minha casa de estudos nos
ltimos 14 anos. Para sempre terei orgulho de levar o tempo que permaneci nesta casa no
meu curriculo, nas minhas memaorias e no meu corag&o.



EPIGRAFE
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claros para nds, quando compreendemos e empregamos esse

conhecimento, sentimos uma profunda satisfacéo. ”
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RESUMO

O hiperadrenocorticismo (HAC) é uma das endocrinopatias mais comumente atendidas na
rotina clinica de cdes. O hipercortisolismo pode causar alteragdes multissistémicas e o
acompanhamento de pardmetros clinicos e laboratoriais, além do controle de comorbidades,
sdo importantes para uma abordagem terapéutica ideal. Dentre as complicacdes sistémicas
que afetam o sistema cardiovascular, destacam-se a hipertensdo arterial e a hipertrofia
miocardica, no entanto, a fisiopatologia destas alteracbes ainda ndo € totalmente
esclarecida. Este estudo prospectivo gerou dois artigos e teve como principal objetivo
avaliar parametros cardiovasculares, hematoldgicos, bioquimicos e de estresse oxidativo
em cdes com HAC esponténeo. Além de investigar a correlacdo do estresse oxidativo aos
achados cardiovasculares, o estudo visou ainda avaliar a influéncia dos parametros
analisados e da presenca da degeneracdo valvar mitral (DVM) como comorbidade no
prognostico e expectativa de vida dos pacientes. Durante o estudo, foram avaliados 25 cées
doentes, divididos em um grupo de 16 pacientes com HAC e outro grupo com nove
pacientes com HAC e DVM concomitante. Os pacientes foram avaliados em trés
momentos, a partir do diagnostico de HAC, e acompanhados por um periodo de até 766
dias. Além dos cdes com HAC, um grupo controle com 20 cdes com perfil demogréafico
semelhante foi recrutado por conveniéncia e submetido aos mesmos exames. Todos 0s cédes
foram submetidos a coleta de sangue (para avaliacdo de pardmetros laboratoriais), aferi¢éo
da pressdo arterial, eletrocardiografia e ecocardiografia. Os resultados analisados sugerem
que existe aumento do estresse oxidativo no HAC canino, evidenciado pela presenca de
peroxidacdo lipidica no momento do diagnostico, porém, o tratamento clinico com
trilostano é eficiente para controlar esta alteracdo. Nao houve evidéncias de correlacéo
entre a peroxidacdo lipidica e a pressdo arterial sistdlica, no entanto, é sugerido que o
estresse oxidativo tem correlagdo positiva com o tamanho do atrio esquerdo. Ainda, é

possivel concluir que fatores como idade avangada e presenca de dispneia no momento do



diagndstico estdo associados ao pior prognostico. Foi possivel também verificar que a
degeneracédo valvar mitral € uma comorbidade comum em cées com HAC, o que reforga a
importancia da avaliacdo cardiovascular destes pacientes, principalmente daqueles de

pequeno porte e idade avancada.

Palavras-chave: ecocardiograma, endocardiose, peroxidacdo lipidica, pressdo arterial,

sindrome de Cushing.



ABSTRACT

Hyperadrenocorticism (HAC) is one of the most common endocrinopathies in canine
clinical routine. Hypercortisolism can cause multisystemic alterations and the monitoring
of clinical and laboratory parameters, as well as the control of comorbidities, are
important for an optimal therapeutic approach. Among the systemic complications that
affect the cardiovascular system, hypertension and myocardial hypertrophy can be
highlighted, however, the pathophysiology of these alterations is unclear. This prospective
study generated two articles and had as main objective to evaluate cardiovascular,
hematological, biochemical, and oxidative stress parameters in dogs with spontaneous
hyperadrenocorticism. In addition, aim to investigate the correlation of oxidative stress
with cardiovascular features, and to evaluate the influence of the analyzed parameters and
of the presence of mitral valve degeneration (MVD) as a comorbidity in the prognosis and
life expectancy of the patients. During the study, 25 dogs were divided into a group of 16
patients with HAC and another group with nine patients with concomitant HAC and MVD.
The patients were evaluated at three different time points, from the HAC diagnosis, and
followed up for a period of up to 766 days. In addition to HAC dogs, a control group with
20 dogs with similar demographic profile was recruited for convenience and submitted to
the same tests. All dogs were submitted to blood collection (for laboratory tests), blood
pressure measurement, electrocardiography, and echocardiography. The results analyzed
suggest that there is increased oxidative stress in canine HAC, evidenced by the presence of
lipid peroxidation at the time of diagnosis, however, the clinical treatment with trilostane is
efficient to control this alteration. There was no evidence of a correlation between lipid
peroxidation and systolic blood pressure, however, it is suggested that oxidative stress is
correlated to the size of the left atrium. Moreover, it is possible to conclude that factors
such as advanced age and presence of dyspnea at the time of diagnosis are associated with

a worse prognosis. It was also possible to verify that mitral valve degeneration is a



common comorbidity in dogs with HAC, which reinforces the importance of the
cardiovascular evaluation of these patients, especially those of small size and advanced

age.

Keywords: echocardiogram, endocardiosis, lipid peroxidation, blood pressure, Cushing’s

syndrome.
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1 INTRODUCAO

O hiperadrenocorticismo (HAC) é uma das endocrinopatias mais comumente
atendidas na rotina médica de cédes. De acordo com o Servico de Endocrinologia do
Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, esta foi a
doenca de maior ocorréncia (37%) em cdes no periodo de 2004 a 2014 (POPPL et al.,
2016). A doenca ocorre geralmente em cées de meia-idade a idosos e de pequeno porte,
sendo o Poodle, Dachshund e Yorkshire terrier algumas das racas mais predispostas
(GONZALEZ et al., 2014, NELSON, 2015). Tal grupo de risco é 0 mesmo para outras
doencas, como a degeneragdo valvar mitral (DVM). A média de sobrevida em cdes com
HAC submetidos a tratamento é de 14 a 30 meses (BARKER et al., 2005; HELM et al.,
2011; ARENAS et al.,, 2014; NELSON, 2015), sendo que o acompanhamento de
parametros clinicos e laboratoriais, além do controle de comorbidades estéo entre os fatores
associados ao tempo de sobrevida.

A hipertensdo arterial sisttmica (HAS) é um achado comum no HAC canino
(ORTEGA et al., 1996; HURLEY; VADEN, 1998; GOY-THOLLOT et al., 2002;
NOVELLAS et al., 2008; FRACASSI et al., 2014; SOARES, 2015). Outro possivel achado
em cdes com HAC ¢é o remodelamento miocardico, caracterizado por hipertrofia
concéntrica do ventriculo esquerdo (CHEN et al., 2014; SOARES, 2015; TAKANO et al.,
2015). Porém, ndo hd uma correlagdo entre este remodelamento e a presenca de HAS,
assim, a fisiopatologia destes eventos ndo estd totalmente esclarecida. Em humanos, 0s
radicais livres provenientes do estresse oxidativo atuam como mensageiros intracelulares e
intercelulares levando a um remodelamento miocardico (BYRNE et al., 2003). Contudo, a
possibilidade de envolvimento do estresse oxidativo no remodelamento cardiaco ainda nédo
foi investigada em cdes com HAC. Um estudo recente em medicina humana demonstrou
que, entre outros fatores, o aumento do estresse oxidativo esta relacionado ao aumento do
risco de eventos cardiovasculares no HAC, sugerindo que estas alteracbes podem contribuir
com a mortalidade dos pacientes com a doenca (KARAMOUZIS et al., 2015).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
- Avaliar parametros cardiovasculares, hematoldgicos, bioquimicos e de estresse oxidativo
em cdes com hiperadrenocorticismo espontaneo no momento do diagndstico e ao longo do

tratamento.

2.2 Objetivos especificos

- Mensurar as substancias reativas ao acido tiobarbitrico como pardmetro de estresse
oxidativo em cdes com HAC no momento do diagnostico e apos o tratamento clinico.

- Investigar a hiplotese de o estresse oxidativo ter correlagdo com parametros
hematoldgicos, bioquimicos e cardiovasculares em cées com HAC.

- Avaliar e monitorar parametros cardiovasculares, hematologicos e bioquimicos em cées
com hiperadrenocorticismo, visando definir possiveis alteracdes correlacionadas com
menor tempo de sobrevida na doenca.

- Avaliar a possivel influéncia da degeneracdo valvar mitral como comorbidade na

sobrevida de cdes com HAC.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Etiologia e predisposi¢édo do hiperadrenocorticismo canino

O HAC, também conhecido como Sindrome de Cushing, é uma doenga
caracterizada por uma variedade de sinais clinicos e anormalidades multissistémicas
resultantes da exposicéo cronica ao excesso de corticoides (BEHREND, 2015; NELSON,
2015). A secrecdo de cortisol pelas glandulas adrenais é regulada através do eixo
hipotalamico-pituitario-adrenal (Figura 1), envolvendo a secre¢do do horménio liberador de
corticotrofina (CRH) pelo hipotdlamo, do horménio adrenocorticotrofico (ACTH) pela
pituitaria, e mecanismos de feedback negativo. O HAC canino de ocorréncia espontanea
pode ser classificado como: ACTH-dependente, também chamado hiperadrenocorticismo
pituitario-dependente (PDH), que geralmente estd associado a adenomas de pituitéaria e
corresponde a 80-85% dos casos; ou ACTH-independente, quando o hipercortisolismo é
resultante de tumores adrenocorticais funcionais (TAF) primarios, que correspondem a 15-
20% dos casos. A doenca também pode ser de origem iatrogénica, causada pela
administracdo exogena de corticosteroides (BEHREND, 2015; NELSON, 2015).
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Figura 1. Representacao gréfica do controle funcional do eixo hipotaldmico-pituitario-
adrenal. Fonte: Behrend (2015).

O HAC acomete principalmente cées de racas pequenas, como Poodle, Dachshund e
Yorskhire terrier. A doenca afeta animais de meia idade a idosos, geralmente acima dos 6

anos e, em média, com 10 anos de idade (GONZALEZ et al., 2014; BEHREND, 2015;

NELSON, 2015; POPPL et al., 2016; HOFFMAN et al., 2018; MARTINS, 2018). Um

estudo ainda evidenciou que, a medida que a idade avanca, o risco de HAC aumenta em
caes (O'NEILL et al., 2016). Apesar de ndo haver comprovacgéo de predisposigdo sexual, a
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doenca é mais documentada em fémeas (BEHREND, 2015; NELSON, 2015; POPPL et al.,
2016; HOFFMAN et al., 2018) e dois recentes estudos sugeriram que a castracdo aumenta
o risco de HAC (BOCK; POPPL, 2018; HOFFMAN et al., 2018).

3.2 Diagnostico do hiperadrenocorticismo canino

O diagndstico de HAC é baseado em uma série de informagdes, incluindo o
histérico médico, os sinais clinicos, o exame fisico, exames de imagem e exames
laboratoriais. Os sinais clinicos mais comumente observados sdo polidria, polidipsia,
polifagia, ofego/dispneia, distensdo abdominal, alopecia, fraqueza muscular e perda de
massa muscular (BEHREND, 2015; NELSON, 2015; MARTINS, 2018).

Na triagem laboratorial por meio de analises hematologica, bioquimica e urinaria,
sdo achados comuns: leucocitose, neutrofilia, linfopenia, eosinopenia, trombocitose,
eritrocitose, aumento da atividade de alanina aminotransferase (ALT), aumento da
atividade de fosfatase alcalina (FA), hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, diminuicdo
de ureia e creatinina, hiperglicemia, proteiniria e densidade urinaria inferior a 1,020
(BEHREND, 2015; NELSON, 2015).

A ultrassonografia abdominal é util principalmente para avaliar o tamanho e o
formato das glandulas adrenais. No PDH, costuma ser visualizada hiperplasia bilateral de
glandulas adrenais (BEHREND, 2015; NELSON, 2015). As medidas adrenais podem
variar de acordo com o porte do paciente (DOUGLASS et al., 1997; MOGICATO et al.,
2011) e um estudo recente sugeriu um ponto de corte de 6,0 mm de largura para diferenciar
uma glandula adrenal normal de uma hiperplasica em cées de pequeno porte (CHOI et al.,
2011). Nos casos de HAC por TAF, a imagem ¢é caracterizada por uma massa adrenal
geralmente unilateral, com destruicdo da arquitetura tecidual normal e possivel atrofia da
glandula contralateral (BEHREND, 2015; NELSON, 2015). A tomografia computadorizada
pode ser um exame de imagem bastante Util para avaliacdo adrenal e, principalmente,
pituitaria, no entanto, este exame ainda ndo faz parte da rotina em muitos locais de
atendimento.

A partir da suspeita clinica de HAC, embasada por sinais clinicos, achados
laboratoriais e de diagnéstico por imagem mencionados, o diagndstico deve ser confirmado

a partir de testes enddcrinos. Os principais testes utilizados na rotina clinica sdo o teste de
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supressdo com baixa dose de dexametasona (TSBDD) (Figura 2) e o teste de estimulagdo
com ACTH (Figura 3). Além da definicao do diagnostico de HAC, o resultado do TSBDD,
associado aos exames de diagnostico por imagem, é uma ferramenta utilizada para
diferenciar o PDH do HAC por TA (BEHREND, 2015; NELSON, 2015).

45
40
35
30
25
20
15
201

s HPD

Cortisol (ng/mL)

Basal Pé6s 4 horas Po6s 8 horas

Figura 2. Grafico representando o teste de supressdo com baixa dose de dexametasona em
caes (HAD: hiperadrenocorticismo adrenal-dependente; HPD: hiperadrenocorticismo
pituitario-dependente). Fonte: Gonzélez et al. (2014).
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Hiperadrenocorticismo espontaneo
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Figura 3. Gréfico representando o teste de estimulacdo com ACTH em cées. Fonte: Behrend (2015).

3.3 Estresse oxidativo

Os radicais livres (RL) sdo produzidos permanentemente no organismo via
metabolismo celular, sendo regulados fisiologicamente por enzimas antioxidantes
(superoxido dismutase, glutationa peroxidase, catalase). Em caso de producdo excessiva, 0S
RL acabam induzindo dano celular e caracterizam o fendmeno chamado de estresse
oxidativo. Os &cidos graxos dos fosfolipideos das membranas celulares sdo as primeiras
moléculas lesadas pelos RL, através de uma peroxidacao lipidica que altera a estabilidade e
a permeabilidade da membrana (SAGOLS; PRIYMENKO, 2011). Uma maneira de
mensurar a peroxidagdo lipidica é através das substancias reativas ao acido tiobarbitarico

(TBARS), sendo que um dos principais metodos é através da reagdo do malondialdeido
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com o &cido tiobarbitdrico (Figura 4), que forma um complexo que pode ser quantificado
por espectrofotometria (DRAPER ET AL., 1993).
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Figura 4. Imagem representando a reacao do &cido tiobarbitarico (TBA) com o
malondialdeido (MDA\). Fonte: Tsikas (2017).

Recentemente, a peroxidacdo lipidica e as enzimas antioxidantes tém sido utilizadas
para avaliar o estresse oxidativo em cdes com diversas afec¢des, como, por exemplo,
rangeliose (FRANCA et al., 2012), ehrlichiose (Da Silva et al., 2013), cinomose (CURTIS,
2013), neoplasia maméaria (KARAYANNOPOULOU et al., 2013), doenca renal cronica
(KOGIKA et al., 2015), linfoma multicéntrico (BOTTARI et al., 2015), doenca
inflamatdria intestinal (RUBIO et al., 2017) e insuficiéncia cardiaca por degeneracdo valvar
mitral ou cardiomiopatia dilatada (VERK et al., 2017).

O papel do estresse oxidativo nos eventos cardiovasculares é um tema explorado em
diversas pesquisas nos ultimos anos. Trabalhos sugerem uma associagdo do processo de
estresse oxidativo com a hipertenséo arterial em humanos, envolvendo peroxidagédo
lipidica, disfuncdo endotelial e diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes (VIRDIS
et al., 2013; MONTEZANO et al., 2015; YAVUZER et al., 2016; PAWLUK et al., 2017).
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Em relacdo a alteracBes cardiacas estruturais, os radicais livres podem causar apoptose
celular (HARE, 2001) e agir como mensageiros intracelulares levando ao remodelamento
miocardico (BYRNE et al., 2003) e aumento atrial (CHEN et al., 2009; LI et al., 2017). Em
relacdo as atividades elétrica e mecanica do coragdo, os estudos também sugerem
envolvimento do estresse oxidativo, respectivamente, nas arritmias atriais (L1 et al., 2017) e
na disfuncdo sistélica (BYRNE et al., 2003).

3.4 Impacto cardiovascular do hiperadrenocorticismo canino

Em cdes, relatos evidenciam que 59 a 86% dos pacientes com HAC apresentam
hipertenséo arterial (ORTEGA et al., 1996; HURLEY; VADEN, 1998; GOY-THOLLOT et
al., 2002; NOVELLAS et al., 2008; SOARES, 2015). Embora ndo esteja totalmente
elucidado de que forma o hipercortisolismo leva a hipertenséo arterial sistémica, diferentes
mecanismos sdo descritos: os efeitos mineralocorticoides do cortisol, a ativagcdo do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), a maior sintese de angiotensinogénio, a acao do
cortisol no endotélio da vasculatura periférica e a sensibilizacdo de catecolaminas
(FRASER et al., 1989; MAGIAKOU et al., 2006). O SRAA é um sistema enzimatico-
peptidico que ocorre tanto na circulagdo como nos tecidos e é responsavel por potente
mecanismo vasoconstritor dentre outros efeitos. A angiotensina Il (principal peptideo ativo
do sistema) atua nos receptores AT2 e, principalmente, no receptor AT1, encontrado em
musculo liso vascular, figado, rins, coracdo, pulmdes, cdrtex da adrenal, pituitaria e cérebro
(BORGHERESI, 2006).

Recentes estudos ecocardiograficos evidenciaram o impacto que o HAC pode
causar na estrutura e funcdo cardiaca de cdes. As alteracGes encontradas, assim como
ocorre nos humanos com a doenca, estdo relacionadas principalmente ao ventriculo
esquerdo e sdo caracterizadas por disfuncdo diast6lica, espessamento do septo
interventricular e da parede livre do ventriculo esquerdo (CHEN et al., 2014; OUI et al.,
2015; TAKANO et al., 2015), podendo inclusive estar correlacionadas a liberacdo de
troponina | na circulacdo (SOARES et al., 2016).

Acreditava-se que esse remodelamento cardiaco seria simplesmente uma
consequéncia decorrente da HAS, afinal, o coracdo é um dos Orgdos-alvo lesionados

quando desafiado por uma hipertensdo continua (ACIERNO et al., 2018). Porém, as
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pesquisas ndo encontram uma correlacdo direta entre hipertrofia cardiaca e HAS no HAC,
assim, a fisiopatologia do desenvolvimento desse remodelamento miocardico ainda nédo
esta totalmente esclarecida. Mecanismos como a acéao direta do cortisol nos cardiomidcitos,
a presenca de estresse oxidativo e a ativagdo de alguns componentes do SRAA podem estar
envolvidos (BYRNE et al., 2003; CONNELL et al., 2008; AINSCOUGH et al., 2009). Em
humanos, foi evidenciado que o remodelamento cardiaco estd associado a ocorréncia do

processo de fibrose do musculo cardiaco (YIU et al., 2012).

3.5 Comorbidades

O perfil epidemiologico do HAC, caracterizado por cdes de pequeno porte com
idade média a avancada, € também o mesmo grupo de risco para diversas outras doencas.
De acordo com o Hospital de Clinicas Veterinarias do Rio Grande do Sul, 6,2% dos
pacientes com endocrinopatias foram diagnosticados com HAC e diabetes mellitus
concomitantes (POPPL et al., 2016). Miceli et al. (2017) concluiram ainda que o
desenvolvimento de diabetes mellitus reduz a sobrevida em cées com HAC. Outro estudo
retrospectivo apontou, além da diabetes mellitus, infeccdo de trato urinario, urolitiase,
hipertensdo, mucocele de vesicula biliar e doenca tromboembdlica como comorbidades
comuns no HAC (HOFFMAN et al., 2018). Ainda, em um estudo que avaliou a fungéo
cardiocirculatoria de cdes com HAC, diabetes mellitus e degeneracdo valvar mitral foram

as principais comorbidades que causaram exclusao de pacientes (SOARES, 2015).

3.6 Tratamento do hiperadrenocorticismo canino

A meta no tratamento do HAC ¢é atingir o normocortisolismo, eliminando tanto a
fonte de ACTH quanto de cortisol autbnomo em excesso e visando eliminar sinais clinicos,
prevenir complicacBes, melhorar a sobrevida e a qualidade de vida (SANDERS et al.,
2018). Existem opcdes cirtrgicas de tratamento: a adrenalectomia no caso do HAC por
TAF (JIMENEZ PELAEZ et al., 2008; NELSON, 2015; SANDERS et al., 2018); e a
hipofisectomia nos casos de PDH (HANSON et al., 2005; NELSON, 2015; SANDERS et
al., 2018). Ainda no caso de PDH, a radioterapia tem sido aplicada como opc¢ao terapéutica
(HANSEN et al., 2018), no entanto, esta técnica esta disponivel em poucos centros na

rotina veterindria brasileira no presente momento. Contudo, devido aos aspectos financeiros
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e riscos que estes procedimentos envolvem, grande parte dos tutores opta por um
tratamento farmacoldgico para a doenca. E importante que o tutor do c3o esteja ciente de
que o tratamento medicamentoso ndo é curativo.

Atualmente, os farmacos mais comumente utilizados para o tratamento
medicamentoso do HAC sdo o mitotano e o trilostano. O mitotano é um agente citotoxico
responsavel pela destruicdo das células do cortex adrenal; e o trilostano, um inibidor da
enzima 3p-hidroxiesteroide desidrogenase, a qual esta envolvida na sintese de cortisol pelo
cortex adrenal (PAPICH, 2009). O trilostano é o farmaco de escolha para cdes com PDH e,
nos casos de HAC por TAF, tanto o trilostano quanto o mitotano podem ser utilizados
(SANDERS et al., 2018).

O trilostano tem uma eficacia de aproximadamente 80% e pode controlar os efeitos
do HAC em cées por prolongados periodos de tempo (NELSON, 2015). Alem disso,
apresenta como vantagem uma menor incidéncia de efeitos adversos quando comparado ao
mitotano (REINE, 2007). Apesar do bom controle clinico da doenca, complica¢cbes como
hipertensédo arterial, hipercoagulabilidade e proteindria devem ser monitoradas, pois podem
persistir mesmo com o tratamento (LEMETAYER; BLOIS, 2018).

A dosagem inicial de trilostano recomendada atualmente é de 0,5 a 1,0 mg/kg a
cada 12 horas (BEHREND, 2015; NELSON, 2015; SANDERS et al., 2018). Apesar de ser
um farmaco seguro, quanto maior a dose administrada, maior o risco de o paciente
desenvolver hipoadrenocorticismo iatrogénico, assim, & importante que o tutor seja
orientado a como reconhecer os sinais desta crise (KING; MORTON, 2017). Para a
monitoracdo do tratamento, o recomendado € realizar um teste de estimulacdo com ACTH
entre 10 e 14 dias apds o inicio da medicagdo, caso 0s sinais clinicos estejam presentes, ou
apos 30 dias se os sinais clinicos estiverem controlados, repetindo o teste periodicamente a
cada 3-6 meses (BEHREND, 2015; NELSON, 2015; LEMETAYER; BLOIS, 2018).

3.7 Prognéstico no hiperadrenocorticismo canino

Como a maioria dos cdes com HAC acaba sendo submetida a um tratamento
farmacologico para a reducdo da hiperfuncdo adrenal e dos sinais consequentes da
hipercortisolemia, sem uma cura clinica da doenca, estudos de avaliagdo progndstica se

tornam importantes para a monitoragdo do paciente. O progndstico e o tempo de sobrevida
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dependem de diversos fatores, como a idade, o estado de salde geral, 0 comprometimento
do tutor no tratamento e o desenvolvimento de possiveis complicagdes da doenca
(NELSON, 2015).

A sobrevida média em cdes com HAC espontaneosubmetidos a tratamento
medicamentoso varia de 14 a 30 meses (ARENAS et al., 2014; GONZALEZ et al., 2014;
NELSON, 2015), sendo que ndo ¢ evidenciada diferenca significativa na sobrevida entre 0s
animais tratados com trilostano e mitotano (HELM et al., 2011; ARENAS et al., 2014;
MARCAL et al., 2017), os dois principais farmacos utilizados.No caso de tratamento
cirargico, cdes com TAF submetidos & adrenalectomia tém uma sobrevida de 492 a 953
dias, podendo viver até quatro ou cinco anos apés o procedimento (SCHWARTZ et al.,
2008; LANG et al., 2011; MASSARI et al., 2011).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados e discussdo do presente trabalho serdo apresentados no formato de

artigos cientificos.

4.1 Artigo 1: Substancias reativas ao 4&cido tiobarbitirico em cées com
hiperadrenocorticismo espontédneo. Manuscrito redigido nas normas do periddico

Research in Veterinary Science.
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Substancias reativas ao acido tiobarbitlrico em cdes com

hiperadrenocorticismo espontaneo

RESUMO

Este estudo prospectivo teve o objetivo de mensurar as substancias reativas ao &cido
tiobarbitirico (TBARS) como parametro de estresse oxidativo, além de investigar a
hipotese de sua correlacdo com parametros cardiovasculares e laboratoriais, em cdes com
hiperadrenocorticismo espontaneo (HAC). Vinte e cinco cdes com HAC, divididos em um
grupo com HAC (n = 16) e outro grupo com HAC e presenca de degeneracdo valvar mitral
(DVM) concomitante (n = 9), foram avaliados em trés diferentes tempos: no momento do
diagnostico, seis e doze meses apds o inicio do tratamento medicamentoso com trilostano.
Um grupo controle (n = 20) de cées desprovidos de doencas sistémicas e com perfil
semelhante ao dos animais doentes também foi avaliado. Houve diferenca significativa (p <
0,001) na mensuracao de TBARS entre o grupo HAC no momento do diagndstico (4,38 £
1,16 MDA/mg de proteina) e o grupo controle (2,15 £ 0,45 MDA/mg de proteina). Nao
houve diferenca na concentracdo de TBARS entre os grupos HAC e HAC + DVM (p =
0,980). Apds o tratamento clinico, houve uma reducdo significativa (p < 0,001) na
mensuracdo de TBARS no grupo HAC. A mensuracdo de TBARS teve correlacdo positiva
com o hematdcrito e com a relacdo atrio esquerdo/aorta nos cdes com HAC. O presente
estudo conclui que ha peroxidacdo lipidica excessiva no hiperadrenocorticismo canino e

sugere que esse estresse oxidativo é controlado com o tratamento médico da doenca.

Palavras-chave: ecocardiograma, endocardiose, estresse oxidativo, pressdo arterial,

remodelamento cardiaco, sindrome de Cushing, trilostano.
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1. Introducao

O hiperadrenocorticismo (HAC) é uma das endocrinopatias mais comumente
atendidas na rotina médica de cdes, caracterizada por sinais clinicos como polidria,
polidipsia, polifagia, distensdo abdominal e alopecia (Behrend et al., 2013), além de
complicacbes multissistémicas que incluem alteragdes cardiovasculares, como hipertenséo
arterial sistémica e remodelamento miocardico (Chen et al., 2014; Goy-Thollot et al., 2002;
Hurley e Vaden, 1998; Novellas et al., 2008; Ortega et al., 1996; Takano et al., 2015). No
entanto, a fisiopatologia de tais alteracOes cardiovasculares ndo esta totalmente esclarecida
e, dentre as teorias investigadas, pode ser considerada a possibilidade do envolvimento de

estresse oxidativo.

A literatura € controversa quanto aos possiveis efeitos do cortisol no estresse
oxidativo, e sugere tanto um possivel efeito benéfico (Marumo et al., 1998) quanto
maléfico (De et al., 2004; Flaherty et al., 2017). Dentre os marcadores laboratoriais que
avaliam o estresse oxidativo, estd a mensuracdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS), que avalia a peroxidacdo lipidica que caracteriza a lesdo de
membrana celular causada pelos radicais livres em excesso (Sagols e Priymenko, 2011).
Estudos recentes evidenciaram a utilidade da mensuracdo de TBARS para avaliar o estresse
oxidativo em diversas doencas caninas, como neoplasia mamaria (Karayannopoulou et al.,
2013), doenca renal crdnica (Silva et al., 2013), linfoma multicéntrico (Bottari et al., 2015),
doenca inflamatoria intestinal (Rubio et al., 2017) e insuficiéncia cardiaca por degeneracéo
valvar mitral ou cardiomiopatia dilatada (Verk et al., 2017). Em humanos, os radicais livres
provenientes do estresse oxidativo atuam como mensageiros intracelulares, levando a

remodelamento miocardico e a riscos cardiovasculares possivelmente associados a
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mortalidade (Byrne et al., 2003; Karamouzis et al., 2015). A possibilidade do envolvimento
de estresse oxidativo nas alteragdes cardiovasculares ainda ndo foi estudada no HAC

canino.

O presente estudo teve o objetivo de mensurar as substancias reativas ao acido
tiobarbitlrico como parametro de estresse oxidativo em cdes com HAC espontaneo no
momento do diagndstico e ap6s o tratamento medicamentoso. Ainda, visou investigar a
hipétese de o estresse oxidativo correlacionar-se com parametros hematoldgicos,

bioguimicos e cardiovasculares em cdes com HAC.

2. Material e metodos
2.1. Selecdo de pacientes

O presente trabalho foi um estudo prospectivo de coorte que incluiu cdes com HAC
selecionados a partir de atendimento no servico de endocrinologia de um hospital
veterinario. O estudo teve autorizacdo do Comité de Etica no Uso de Animais da instituico
(protocolo #31830) e um termo de consentimento foi assinado pelos tutores responsaveis.
Para inclusdo no estudo, os cées tiveram o diagnostico de HAC baseado no historico
médico, sinais clinicos, exame fisico, patologia clinica, ultrassonografia abdominal e testes
enddcrinos compativeis com HAC (teste de supresséo por baixa dose de dexametasona e/ou
teste de estimulacdo com ACTH). Foram critérios de exclusdo para o estudo a presenca de
alteracdes como: doenca renal (caracterizada por elevacdo sérica de creatinina/ureia,
alteracOes ultrassonograficas), comorbidades enddcrinas, cardiopatias (com excecdo da

degeneracdo valvar mitral), historico recente de doencas com impacto sistémico e/ou uso
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recente de medicamentos que poderiam interferir nos pardmetros avaliados, como

corticosteroides, diuréticos, vasodilatadores e antiarritmicos.

Os pacientes com HAC foram avaliados em trés diferentes tempos: no momento do
diagndstico (T0), seis meses apds o inicio do tratamento (T1) e doze meses apds o inicio do
tratamento (T2). Os pacientes com HAC foram divididos em dois grupos: HAC,
hiperadrenocorticismo; e HAC + DVM, hiperadrenocorticismo com presenca de
degeneracéo valvar mitral como comorbidade diagnosticada na avaliagdo em TO. Um grupo
controle foi composto por cées selecionados por conveniéncia e com perfil demografico
semelhante ao dos pacientes doentes, mas considerados saudaveis por meio do historico
médico, do exame fisico e exames complementares. Os animais do grupo controle foram

avaliados em dois momentos (TO e T1), com um intervalo de seis meses.
2.2. Exames laboratoriais

A coleta de amostras de sangue foi feita através de puncéo venosa jugular a vacuo,
apos antissepsia adequada do local, com auxilio de agulha 21G. As amostras foram
coletadas em tubos de 2 mL com etilenodiaminotetracético dipotassico (EDTA-K2) para
hemograma completo e em tubos de 4 mL sem anticoagulante para perfil bioquimico e
mensuracdo de TBARS. Os animais estavam em jejum alimentar de 12 horas no momento
da coleta. A amostra com EDTA-K2 foi utilizada para realizacdo de hemograma completo
(Procyte DX Hematology Analyzer, Idexx Laboratories) e a contagem diferencial foi
realizada por microscopia do esfregaco sanguineo. O perfil bioquimico (ensaio

colorimétrico, CM-200, Wiener) foi composto por mensuracdo de albumina, alanina
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aminotransferase (ALT), célcio total, colesterol total, creatinina, fosfatase alcalina (FA),

fosforo, fructosamina, glicose, ureia e triglicerideos.

A peroxidacéo lipidica foi mensurada através da técnica TBARS com uma amostra
de soro obtido do sangue coletado em tubo sem anticoagulante, centrifugado e congelado a
—20° C em tubos tipo eppendorf por um periodo de até 60 dias. O teste TBARS mede o
malondialdeido (MDA), composto gerado em reacdes de peroxidacdo de lipideos, sendo
indicador de estresse oxidativo. Para esta avaliacdo, foi utilizada a técnica descrita por
Ohkawa et al. (1979) modificada. Em um tubo tipo eppendorf, foram pipetados na seguinte
ordem: 0,3 mL de &cido tricloroacético a 10%, 0,1 mL da amostra de soro, 0,2 mL de &cido
tiobarbiturico a 0,67%. Apos, a amostra do tubo foi agitada e incubada a 100°C durante 15
minutos, formando um produto corado. Os tubos entdo foram resfriados em gelo durante 5
minutos e foram acrescentados na amostra 0,6 mL de butanol. Depois disso, a amostra foi
colocada em agitador por 45 segundos e centrifugada por 10 minutos a 3.000 rpm. O
sobrenadante foi colocado na cubeta do espectrofotdmetro para a leitura num comprimento

de onda de 535 nm. O resultado foi representado em nmoles MDA/mg de proteina.

2.3. Avaliac0es cardiovasculares

Todos os animais foram submetidos a ecodopplercardiograma (Sonosite
Micromaxx, transdutores setoriais de 1-5 e 4-8 MHz) realizado pelo mesmo examinador,
sendo o0s pacientes posicionados em decubito lateral esquerdo para obter os cortes
paraesternais esquerdo e direito, eixo curto e eixo longo. Foram utilizados modo
unidimensional, bidimensional e Doppler (colorido, pulsado e continuo). Em cada exame

foram avaliados: atrio direito; atrio esquerdo (AE); diametro da artéria aorta (Ao); a relagdo
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AE/A0; espessura diastolica do septo interventricular (SID) e da parede livre do ventriculo
esquerdo (PLVE); cavidade do ventriculo esquerdo em sistole (DVES) e diastole (DVEd) e
do ventriculo direito em diastole; fracdo de encurtamento; fracdo de ejecdo; e fluxos
sanguineos nas valvas mitral, tricispide, adrtica e pulmonar. A funcdo diastolica foi
avaliada pelo tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) e pelo padrdo de enchimento

ventricular esquerdo, através da velocidade das ondas E e A.

A afericdo da pressdo arterial sistolica (PAS) foi realizada ap6s um periodo de cerca
de dez minutos para adaptacdo dos cdes ao ambiente e aos examinadores, utilizando o
método de ultrassonografia Doppler (Medmega DV610) e seguindo as regras de
padronizacdo previamente estabelecidas pelo consenso do American College of Veterinary
Internal Medicine (Brown et al., 2007). O valor médio de cinco afericbes de PAS com

valores consistentes foi considerado para analise estatistica.
2.4. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS versdo 20.0.
As variaveis categoéricas foram descritas por frequéncias e percentuais, pelo teste exato de
Fisher para comparagdo entre 0s grupos e o teste de McNemar para comparagdo entre 0s
tempos. As variaveis quantitativas foram descritas pela média e desvio padrdo (quando sua
distribuicdo foi simétrica) e mediana, minimo e maximo (quando sua distribuicdo foi
assimétrica). As variaveis quantitativas com distribuicdo simétrica foram comparadas
através do teste t de Student, enquanto que as variaveis com distribuicdo assimétrica foram
comparadas pelo teste de Wilcoxon entre os tempos e o teste de Mann-Whitney entre os

grupos. A analise de variancia (ANOVA) seguida do teste post hoc de Tukey foi utilizada
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para comparar a mensuracdo de TBARS entre os grupos. Para avaliar a evolucdo do
TBARS ao longo do tempo, foi utilizado o modelo de equagOes de estimativas
generalizadas (GEE). O teste de correlagdo de Pearson foi utilizado para relacionar a
mensuracdo de TBARS com os demais parametros. Foi considerado um nivel de

significancia de 5% para as comparagoes estabelecidas.

3. Resultados

Quarenta e oito cdes foram avaliados durante a pesquisa, sendo que 45 foram
incluidos na analise estatistica, divididos nos trés grupos: hiperadrenocorticismo (HAC, n =
16 cdes), hiperadrenocorticismo com a presenca de degeneracdo valvar mitral como
comorbidade (HAC + DVM, n = 9 cées) e grupo controle (GC, n = 20 cdes). Trés cées
avaliados para participar do grupo controle foram descartados (dois por apresentarem
degeneracdo valvar mixomatosa e um por apresentar nefropatia). No grupo HAC, foram 15
cdes com HAC pituitario-dependente e um com HAC por tumor adrenal funcional,
enquanto que no grupo HAC + DVM todos os cdes foram classificados como HAC
pituitario-dependente. De acordo com o consenso de diagnostico e tratamento da
degeneracdo valvar mitral (Atkins et al., 2009), os nove pacientes do grupo HAC + DVM
foram classificados em: estadgio B1, pacientes assintomaticos e sem remodelamento
cardiaco (n = 4); estagio B2, assintomaticos, com aumento do lado esquerdo do coragédo (n
= 3); estagio C, pacientes com sinais clinicos associados a doenca cardiaca (n = 2). A

Tabela 1 apresenta o perfil demogréafico dos pacientes incluidos no estudo.
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No grupo HAC, dos 16 cdes que participaram da avaliagdo no momento
diagndstico, nove foram avaliados apds seis meses (quatro cdes morreram, um tutor optou
por deixar de participar do estudo e dois tutores ndo tiveram disponibilidade de levar o seu
animal) e onze foram avaliados apds 12 meses do diagnostico. Apés esta Ultima avaliacéo,
0s animais foram acompanhados a distancia por pelo menos trés meses, havendo a morte de
um paciente neste periodo. Os cdes dos grupos HAC e HAC + DVM foram submetidos a
tratamento clinico com trilostano, iniciado logo apds a confirmacdo do diagndstico. Os
ajustes de dose de trilostano foram definidas pela equipe de endocrinologia responsavel
pelos casos, de acordo com a resposta clinica individual dos pacientes. As doses iniciais de
tratamento foram de 0,41 a 0,99 mg/kg (0,67 £ 0,21 mg/kg), variando de 0,7 a 3,23 mg/kg
(1,34 + 0,8 mg/kg) na avaliacdo de seis meses e de 0,6 a 3,43 mg/kg (1,9 + 0,96 mg/kg) na

avaliacdo de doze meses apés o diagndstico.

Dentre os pacientes do grupo HAC que fizeram as avaliacbes em TO e T1, trés
receberam algum tipo de farmaco com propriedades antioxidantes entre as duas consultas
(6bmega 3, silimarina ou s-adenosil-metionina). Para descartar uma possivel influéncia
destes farmacos no resultado da comparacdo entre a mensuracdo de TBARS antes e ap0s o
tratamento, a variacdo do parametro entre os dois tempos de avaliacdo foi comparada entre
0s pacientes com ou sem uso de antioxidante, e ndo houve diferenca significativa nestes

animais (p = 0,381).

Houve diferenca significativa (p < 0,001) na mensuracdo de TBARS entre o grupo
HAC no momento do diagnostico (4,38 + 1,16 nmoles MDA/mg de proteina) e o grupo
controle (2,15 £ 0,45 nmoles MDA/mg de proteina), conforme mostra a Figura 1. O grupo

HAC + DVM no momento do diagndstico também teve concentracdo de TBARS (4,45 +
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0,94 nmoles MDA/mg de proteina) elevada em relagdo ao grupo controle (p < 0,001). No
entanto, ndo houve diferenca significativa (p = 0,980) na concentracdo de TBARS quando

comparados o grupo HAC com o grupo HAC + DVM no momento do diagndstico.

Os pacientes do grupo HAC apresentaram reducdo significativa (p < 0,001) na
mensuracdao de TBARS, comparando a primeira avaliagio no momento do diagndstico
(4,38 + 1,16 nmoles MDA/mg de proteina) com a segunda avaliacdo seis meses apos (2,42
+ 0,47 nmoles MDA/mg de proteina) e a terceira avaliagdo um ano depois (1,86 + 0,76
nmoles MDA/mg de proteina), conforme mostra a Figura 2. Entre a segunda e a terceira
avaliacOes, a reducdo na concentracdo de TBARS néo foi significativa (p = 0,072). Néao
houve diferenca significativa (p = 0,843) na mensuracdo de TBARS entre o grupo HAC
apos seis meses de tratamento (2,42 + 0,47 nmoles MDA/mg de proteina) e 0 grupo
controle na segunda avaliacdo (2,72 + 0,97 nmoles MDA/mg de proteina). No grupo
controle, houve variacdo significativa (p = 0,03) entre as avaliacfes nos momentos TO e T1,
caracterizada por um aumento na concentracdo de TBARS (2,15 + 0,45 para 2,72 £ 0,97
nmoles MDA/mg de proteina, respectivamente). Ndo houve diferenca significativa (p =
0,221) na concentracdo de TBARS no momento do diagndstico entre os cdes do grupo
HAC que morreram (n = 5; TBARS = 3,84 + 1,16 nmoles MDA/mg de proteina) e os caes
que permaneceram vivos até o fim do estudo (n = 11; TBARS = 4,63 £+ 1,13 nmoles

MDA/mg de proteina).

As Tabelas 2 e 3 apresentam, respectivamente, as correlacbes da concentracdo de
TBARS com parametros laboratoriais e cardiovasculares no grupo HAC no momento

diagnéstico.
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Caracteristicas demograficas da populacdo de cées avaliada. Para idade e peso corporal, os dados
estdo apresentados na forma de média, desvio padrdo e intervalo.

Caracteristicas Grupo HAC Grupo controle Grupo HAC + DVM
demogréficas (n=16) (n=20) (n=9)
Sexo
Macho
Inteiro 2 1 2
Castrado 1 10 3
Fémea
Inteira - - -
Castrada 13 9 4

Idade (anos)
Peso corporal (kg)
Raca
Yorkshire Terrier
Lhasa Apso
Australian Cattle Dog
Boxer
Cocker
Maltés
Schnauzer miniatura
Pinscher
Poodle
Dachshund
Shihtzu
Sem raca definida

10,2 3,0 [5 — 15]
11,4 +8,9[2,6 - 33,2]

NFRPRFR I PRPEFP I PPN

10,2 +2,8[6 - 15]
8,5+55[2,1-23,0]

5
2

OR NN I o

12,2+ 2,9 [6 - 16]
8,4+6,3[1,6-17,5]

2

1 ==

W N
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Tabela 2
Correlagdes de Pearson (r) e valor de probabilidade (P) da concentracdo de TBARS com parametros
laboratoriais em cdes com hiperadrenocorticismo.

Parametro laboratorial TBARS
R P

Eritrocitos 0,359 0,207
Hemoglobina 0,507 0,064
Hematécrito 0,585 0,028*
VCM - 0,072 0,808
CHCM 0,147 0,616
Leucécitos totais 0,303 0,293
Neutroéfilos segmentados 0,328 0,252
Eosindfilos - 0,087 0,768
Mondcitos 0,283 0,327
Linfécitos -0,272 0,347
PPT 0,364 0,201
Plaquetas - 0,079 0,818
Albumina 0,032 0,907
ALT 0,488 0,055
Calcio -0,386 0,304
Colesterol 0,461 0,072
Creatinina - 0,062 0,819
FA 0,345 0,190
Fosforo 0,033 0,903
Fructosamina -0,135 0,631
Glicose 0,186 0,506
Ureia 0,063 0,817
Triglicerideos -0,141 0,603

VCM, volume corpuscular médio; CHCM, concentracdo da hemoglobina corpuscular média; PPT,
proteinas plasmaticas totais; ALT, alanina aminotransferase; FA, fosfatase alcalina.
*Indica uma correlacgdo significativa (p < 0,05).
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Tabela 3
Correlagdes de Pearson (r) e valor de probabilidade (P) da concentracdo de TBARS com parametros
cardiovasculares no grupo HAC no momento diagnéstico.

Pardmetro cardiovascular TBARS
R P

Frequéncia cardiaca 0,147 0,616
Pressdo arterial sistolica 0,082 0,764
AE 0,042 0,878
Ao 0,199 0,461
Relacdo AE/Ao 0,511 0,043*
Ventriculo direito 0,082 0,763
Septo interventricular 0,193 0,475
Parede livre VE 0,275 0,302
Diametro diastolico VE 0,206 0,444
Diametro sistolico VE 0,162 0,548
Fragdo de encurtamento 0,074 0,785
Fracdo de ejecéo 0,033 0,903
Velocidade fluxo adrtico 0,389 0,137
Gradiente fluxo aortico 0,326 0,219
Velocidade fluxo pulmonar 0,265 0,321
Gradiente fluxo pulmonar 0,241 0,368
Onda E 0,010 0,972
Onda A 0,119 0,660
Relagdo E/A - 0,063 0,817
Tempo de relaxamento isovolumétrico - 0,080 0,769

AE, atrio esquerdo; Ao, aorta; VE, ventriculo esquerdo.
*Indica uma correlacgdo significativa (p < 0,05).
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Fig. 1. Mensuracdo de TBARS (nmoles MDA/mg de proteina) no grupo HAC no momento do

diagnostico e no grupo controle na primeira avaliacao.
*Indica diferenga significativa entre os grupos (p < 0,001).
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Fig. 2. Mensuracdo de TBARS (nmoles MDA/mg de proteina) em cdes com HAC na primeira
avaliacdo (diagndstico), segunda avaliacdo (seis meses apds inicio de tratamento) e terceira
avaliacdo (12 meses apds inicio de tratamento).

*Indica uma diferenca significativa com relacdo ao TO (p < 0,001).

4. Discussao

Ndo foram encontrados na literatura consultada estudos que tenham avaliado
estresse oxidativo em cdes com HAC. No presente estudo, foi observado um efeito
significativo da presenca de HAC sobre o estresse oxidativo. Em equinos com HAC
naturalmente adquirido, ndo foi demonstrada evidéncia de peroxidacdo lipidica atraves da

mensuracao de malondialdeido (MDA), porém foi sugerida a presenca de estresse oxidativo
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mensurado por outros parametros (Keen et al., 2004). Em humanos com HAC, foi
evidenciada a presenca de estresse oxidativo significativamente aumentado nos pacientes
com hipercortisolismo por meio da concentragdo de MDA, quando comparados aos
pacientes com a doenca controlada e pacientes de um grupo controle saudavel (Prazny et
al., 2008) de forma similar aos resultados aqui documentados. No conhecimento dos
autores, o0 presente estudo é o primeiro trabalho que investiga o estresse oxidativo através
do MDA no HAC canino e, assim como em humanos e equinos, os resultados sugerem a

presenca de estresse oxidativo em cdes com HAC.

Os efeitos do hipercortisolismo no fenémeno de estresse oxidativo ainda sé@o
controversos na literatura. Um estudo que investigou a acao de glicocorticoides em cultivo
de células da musculatura lisa adrtica sugeriu a inibicdo da producao de espécies reativas de
oxigénio (ROS), podendo produzir um efeito protetor local na formacéo da lesdo vascular
(Marumo et al., 1998). Por outro lado, estudos mais recentes sugerem um efeito diferente
dos glicocorticoides, que causa aumento dos niveis de ROS em humanos (Flaherty et al.,
2017) e peixes (Espinoza et al., 2017), além do aumento da peroxidacdo lipidica em
humanos (De et al., 2004). Em cées, um estudo evidenciou tanto elevacdo de cortisol
guanto de estresse oxidativo durante o exercicio, no entanto, ndo analisou a correlacao entre

os parametros (Huntingford et al., 2014).

Assim como no presente estudo, em medicina humana foi evidenciada reducéo
significativa da peroxidacdo lipidica ao tratar o HAC e estabilizar o hipercortisolismo
(Prazny et al., 2008). Apesar do presente estudo ndo ter incluido a avaliacdo dos testes
endocrinos para mensuracdo de cortisol simultaneamente & dosagem de MDA, o controle

clinico e o acompanhamento hormonal pelo médico veterindrio endocrinologista
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permitiram avaliar que os cdes estavam com a doenca controlada. De acordo com Vincent e
Taylor (2006), a obesidade € um importante fator associado ao estresse oxidativo que pode
ser reduzido com perda de peso, restricdo caldrica e dietas ricas em antioxidantes. Um
estudo evidenciou aumento da peroxidacdo lipidica através de MDA em cdes
hiperlipidémicos ndo controlados, quando comparados a cdes ndo hiperlipidémicos ou
hiperlipidémicos tratados e controlados (Li et al., 2014). O HAC canino pode causar
deposicdo de gordura abdominal, além de sobrepeso ou obesidade (Behrend et al. 2013;
O’Neill et al., 2016; Peterson, 2007). No presente estudo, entre 0 momento do diagndstico
(TO) e a avaliacdo apos seis meses de tratamento (T1), houve reducéo de peso corporal (8,9
+ 6,4 kg para 8,3 £ 5,8 kg, p = 0,8352), reducéo de triglicerideos (255,19 + 194,13 mg/dL
para 206,55 + 142,76 mg/dL, p = 0,485) e reducdo de colesterol total (284,33 + 171,8 g/dL
para 230,67 = 85,6 g/dL, p = 0,239), apesar de ndo serem alteracdes significativas. Assim, é
possivel que a obesidade e a hiperlipidemia tenham um papel menos relevante no estresse
oxidativo do HAC canino, sendo o proprio efeito do hipercortisolismo na peroxidacédo
lipidica 0 mais importante. Diversos estudos evidenciaram as propriedades de farmacos
antioxidantes e hepatoprotetores em cées (Au et al., 2013; Barrouin-Melo et al., 2016;
Varzi et al., 2007), sendo que tais farmacos sdo frequentemente prescritos em casos de
HAC. A comparacdo entre os valores de TBARS dos pacientes do presente estudo que
receberam ou ndo antioxidantes auxiliou a descartar uma possivel influéncia destes
farmacos no resultado, sendo possivel sugerir que o controle da peroxidacdo lipidica foi

influenciado principalmente pelo controle do hipercortisolismo.

A mensuracdo de TBARS até o presente momento é, principalmente, experimental e

os diferentes métodos e ensaios empregados nesta analise fazem com que exista na
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literatura uma variabilidade nos valores de referéncia deste pardmetro. O aumento na
concentracdo de MDA nos cées do grupo controle entre a primeira e a segunda avaliacdo
(ap6s 6 meses) é um resultado inesperado, uma vez que os animais foram considerados
saudaveis através da avaliacdo clinica. Um estudo mostrou que existe um aumento das
enzimas antioxidantes com o envelhecimento em cées, 0 que parece ser um mecanismo
compensatério ao aumento de substancias reativas ao oxigénio com o avango da idade
(Tomsic et al., 2016). Outro trabalho evidenciou que, com o envelhecimento, 0s caes
possuem uma capacidade reduzida de defender o organismo contra as ROS (Alexander et
al., 2018). Portanto, € possivel que este aumento nos cdes do grupo controle esteja
associado ao avanco da idade, o que pode néo ter sido observado nos cades com HAC pois 0
valor de MDA estava aumentado devido ao hipercortisolismo e foi controlado com o
tratamento clinico durante o acompanhamento dos pacientes. Em um trabalho que avaliou a
estabilidade de amostras de soro canino para analise de estresse oxidativo, apesar de a
temperatura de -80°C oferecer uma melhor estabilidade por longos periodos, foi
evidenciado que as amostras para avaliacdo de TBARS congeladas a -20°C possuem boa
estabilidade por um periodo de 60 dias (Rubio et al., 2018), o que reforca que as amostras

deste estudo estavam viadveis para mensuracao.

A eritrocitose € uma das alteracdes laboratoriais comuns no HAC canino (Behrend
et al., 2013), uma vez que o cortisol pode ter efeito eritropoético sobre a medula. Além
desta alteracdo, uma possivel desidratacdo subclinica causada pela politria poderia estar

associada a correlacdo positiva entre hematdcrito e TBARS.

O célculo da relacdo AE/Ao através de medidas ecocardiograficas € uma das

técnicas que apresenta boa viabilidade e reprodutibilidade para avaliagdo do tamanho de
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atrio esquerdo em cées (Hollmer et al., 2016). Um estudo em pacientes humanos com
fibrilacdo atrial associou o processo de estresse oxidativo ao tamanho de &trio esquerdo (Li
et al., 2017). Outro estudo, em humanos com regurgitacdo valvar mitral, evidenciou
resultados que permitiram aos autores formular uma teoria de aumento atrial como
consequéncia da entrada de ions célcio e da peroxidacdo lipidica causados pelo estresse
oxidativo (Chen et al., 2009). Apesar de o presente estudo avaliar uma doenca de natureza
enddcrina em cdes, a correlacdo positiva entre a relacdo AE/Ao e a concentracdo de
TBARS permite levantar a hipdtese de o estresse oxidativo apresentar algum envolvimento
com o aumento atrial no HAC canino. Outra hipotese é que a diferenca no tamanho atrial
esteja relacionada as oscilagcbes da pre-carga, determinada por um volume circulante
variavel devido ao quadro de polidipsia tipico do HAC, ou ainda, que tenha relacdo a

eventuais efeitos mineralocorticoides do cortisol.

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é um achado que aparece em 59 a 86% dos
caes com hiperadrenocorticismo (Goy-Thollot et al., 2002; Hurley e Vaden, 1998; Novellas
et al., 2008; Ortega et al., 1996), no entanto, a fisiopatologia do desenvolvimento da HAS
nesta sindrome ainda ndo € totalmente esclarecida. Diversos trabalhos sugerem uma relagédo
entre HAS e 0 processo de estresse oxidativo, envolvendo peroxidacdo lipidica, disfuncédo
endotelial e diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes (Montezano et al., 2015;
Pawluk et al., 2017; Virdis et al., 2013; Yavuzer et al., 2016). Estudos que avaliaram a
pressdo arterial no HAC evidenciaram correlacdo entre marcadores de estresse oxidativo e a
pressdo arterial diastdlica em humanos (Karamouzis et al., 2015) e em caes (Vidal et al.,

2018), mas ndo foi verificada correlagdo com a pressdo arterial sistolica. Apesar de aferir
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apenas a pressao arterial sistélica, o presente trabalho ndo evidenciou correlagdo entre

TBARS e hipertenséo nos pacientes com HAC na populagédo estudada.

Foi permitida a inclusdo de cdes em diferentes estagios de DVM no grupo HAC +
DVM, pois um estudo prévio ndo verificou relagdo entre o estresse oxidativo e o estagio
clinico da DVM, incluindo a avaliacdo do MDA entre os parametros (Reimann et al.,
2017). A literatura ainda é controversa sobre o envolvimento do estresse oxidativo na DVM
canina. Verk et al. (2017) ndo verificaram diferenca significativa nos parametros de estresse
oxidativo entre cdes saudaveis e cardiopatas, no entanto, demonstraram associagdo entre
MDA e peptideo natriurético cerebral, um biomarcador cardiaco. Freeman et al. (2005) ndo
evidenciaram diferenga significativa de MDA entre cdes com DVM e cées saudaveis, no
entanto, outro parametro estudado, o isoprostano, evidenciou aumento da peroxidacdo
lipidica no grupo doente. O presente estudo sugere que a DVM como comorbidade parece

ndo influenciar no processo de estresse oxidativo dos cdes com HAC.

5. Conclusotes

O presente estudo conclui que a peroxidacdo lipidica estd aumentada no
hiperadrenocorticismo canino, sendo a mensuracdo de TBARS um método Util para a
avaliacdo do estresse oxidativo na doenca. Este estresse oxidativo ndo parece estar
correlacionado a presenca de hipertensdo arterial sistémica, no entanto, esteve
correlacionado a dimensdo atrial esquerda avaliada pela ecocardiografia convencional.
Ainda, o estudo sugere que o controle da doenga utilizando tratamento medicamentoso com

trilostano € benéfico para normalizacdo do estado de estresse oxidativo. Além disso, a
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presenca de degeneracdo valvar mitral como comorbidade ndo influenciou no estresse

oxidativo da populagédo de cdes com HAC estudada.
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4.2 Artigo 2: Avaliagdo prospectiva de indicadores cardiovasculares e laboratoriais
em cdes com hiperadrenocorticismo espontéaneo. Manuscrito redigido nas normas do

periddico Journal of Veterinary Medical Science.

Avaliagao prospectiva de indicadores cardiovasculares e laboratoriais em

caes com hiperadrenocorticismo espontaneo

RESUMO

O hiperadrenocorticismo (HAC) é umas das principais endocrinopatias em cées e seu
prognostico depende, entre outros fatores, do desenvolvimento de complicacdes da doenca
e da presenca de comorbidades. Este estudo prospectivo teve como objetivo avaliar
parametros cardiovasculares, hematoldgicos e bioquimicos em cdes com HAC, visando
definir possiveis alteragdes com valor prognéstico na sobrevida da doenca. Os cdes com
HAC foram avaliados em trés momentos (diagndstico, apds seis meses e ap0s doze meses
de tratamento medicamentoso com trilostano) e acompanhados por um tempo de
seguimento de até 766 dias. Os parametros avaliados foram comparados com cédes que
apresentaram degeneracao valvar como comorbidade (n = 9) e cdes de um grupo controle
(n = 20). A curva de sobrevida nao evidenciou diferenca entre os cdes apenas com HAC e
os cdaes com HAC e DVM (p = 0,632). A ocorréncia de dispneia no momento do
diagnostico foi significativamente maior (p = 0,036) nos caes com HAC que morreram ao
longo do tempo de acompanhamento, quando comparados aos cédes gque permaneceram

vivos. O estudo concluiu que a idade avancada no momento do diagndstico foi o principal
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parametro relacionado a menor sobrevida na populacdo de cdes com HAC estudada,
possivelmente associada a alteragdes laboratoriais como linfopenia. O trabalho n&o
evidenciou influéncia de parametros cardiovasculares na expectativa de vida, no entanto,
concluiu que a dispneia no momento do diagndstico foi um sinal clinico associado a pior

progndstico.

PALAVRAS-CHAVE: comorbidades, dispneia, idade, progndstico, sindrome de Cushing.

O hiperadrenocorticismo (HAC) é uma sindrome importante na medicina de
pequenos animais, sendo a endocrinopatia mais atendida em cées no Sul do Brasil [47]. A
doenca é caracterizada por uma variedade de sinais clinicos com impacto sistémico que
afetam diversos parametros laboratoriais e cardiovasculares [40, 46]. O grupo de risco €
caracterizado por cdes de idade media a avancada, principalmente de pequeno porte,

semelhante ao observado para outras doencas, como a degeneracao valvar mitral [32, 62].

O prognostico e a sobrevida no HAC canino dependem de fatores como o estado de
salude geral, o comprometimento do tutor com o tratamento e o desenvolvimento de
complicacbes da doenca [40]. Além destes fatores, ndo é claro o quanto a presenca de
comorbidades pode influenciar na sobrevida de cdes com HAC. A sobrevida média em cées

submetidos a tratamento medicamentoso varia entre 14 a 30 meses [3, 7, 25, 40].

O presente estudo teve como objetivo avaliar parametros cardiovasculares,
hematoldgicos e bioquimicos em cdes com hiperadrenocorticismo espontaneo, visando

definir possiveis alteragdes com valor progndstico na sobrevida da doenga. Ainda, o estudo
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teve como objetivo avaliar a hipdtese de uma possivel influéncia da degeneracdo valvar

mitral como comorbidade na sobrevida de cdes com HAC.

MATERIAIS E METODOS
Selecao dos pacientes

Este foi um estudo prospectivo de coorte, autorizado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (protocolo #31830) e com termo de livre
consentimento assinado pelos tutores responsaveis pelos cdes. Cdes com HAC foram
selecionados ap6s atendimento em um servico de endocrinologia veterinaria, com
diagnostico definido a partir do historico médico, sinais clinicos, exame fisico, patologia
clinica, ultrassonografia abdominal e testes endocrinos compativeis com HAC (teste de
supressdo por baixa dose de dexametasona e/ou teste de estimulagdo com ACTH). O grau
de controle do HAC ao longo do tratamento foi avaliado por meio de informacdes de
anamnese e dos resultados de teste de estimulagdo com ACTH feitos de acordo com a
solicitacdo do médico veterinario endocrinologista responsavel pelo tratamento do paciente.
Os cdes com HAC foram avaliados em trés diferentes tempos: momento do diagndstico
(T0), seis meses apos a primeira avaliacdo (T1) e 12 meses ap0s a primeira avaliacdo (T2).
Ainda, foi feito um acompanhamento a distancia sobre o quadro clinico dos pacientes por

um periodo de até um ano apos a ultima avaliacao.

Foram critérios de exclusdo para o estudo a presenca de alteracdes como: doenca
renal (caracterizada por elevacdo sérica de creatinina/ureia, alterac@es ultrassonogréficas),

comorbidades enddcrinas, cardiopatias previamente diagnosticadas, histérico recente de
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doencas com impacto sistémico e/ou uso recente de medicamentos que poderiam interferir
nos parametros avaliados, como corticosteroides, diuréticos, vasodilatadores e
antiarritmicos. Pacientes com hiperadrenocorticismo e degeneracdo valvar mitral (DVM)
descoberta no momento da primeira avaliagdo foram incluidos (grupo HAC + DVM) e
acompanhados durante o mesmo periodo, com o intuito de avaliar a influéncia desta
comorbidade cardiaca no tempo de sobrevida dos cdes com HAC. O diagndéstico de DVM
foi baseado na avaliagdo ecocardiogréafica, o teste considerado padrdo-ouro para
diagnostico e estadiamento da doenca, através de alteracbes como espessamento e presenca

de pequenos nodulos nos folhetos valvares [10, 14, 57].

Um grupo controle de cdes com perfil demografico semelhante ao dos pacientes
doentes, desprovidos de doencas sistémicas conhecidas e sem alteracdes ao exame clinico
foi recrutado por conveniéncia e submetido a mesma avaliagdo dos caes com HAC em dois

tempos, com intervalo de seis meses (TO e T1).

Exames laboratoriais

A coleta de amostras de sangue foi feita por puncdo venosa jugular a vacuo, apos
antissepsia adequada do local, com auxilio de agulha 21G. As amostras foram coletadas em
tubos de 2 mL com etilenodiaminotetracético dipotassico (EDTA-K2) e em tubos de 4 mL
sem anticoagulante. Os animais estavam em jejum alimentar de 12 horas no momento da
coleta. A amostra com EDTA-K2 foi utilizada para realizacdo hemograma completo
(Procyte DX Hematology Analyzer, Idexx Laboratories) e a contagem diferencial foi
realizada por microscopia do esfregaco sanguineo. As amostras dos tubos sem

anticoagulante, apds retragdo do coagulo por 30 minutos, foram centrifugadas por 10
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minutos para obtencdo de soro e destinadas a avaliacdo do perfil bioquimico (ensaio
colorimétrico, CM-200, Wiener), composto por mensuracdo de albumina, alanina
aminotransferase (ALT), célcio total, colesterol total, creatinina, fosfatase alcalina (FA),

fosforo, fructosamina, glicose, ureia e triglicerideos.

Exames cardiovasculares

Todos os animais foram submetidos a ecodopplercardiograma (Sonosite
Micromaxx, transdutores setoriais de 1-5 e 4-8 MHz) realizado pelo mesmo examinador,
sendo o0s pacientes posicionados em decubito lateral esquerdo, para realizar os cortes
paraesternais esquerdo e direito, eixo curto e eixo longo. Foram utilizados modo
unidimensional, bidimensional e Doppler (colorido, pulsado e continuo). Em cada exame
foram avaliados: atrio direito; atrio esquerdo (AE); didametro da artéria aorta (Ao); a relacédo
AE/Ao0; espessura diastolica do septo interventricular (SID) e da parede livre do ventriculo
esquerdo (PLVE); cavidade do ventriculo esquerdo em sistole (DVES) e diastole (DVEd) e
do ventriculo direito em diastole; fracdo de encurtamento; fracdo de ejecdo; e fluxos
sanguineos nas valvas mitral, tricispide, aortica e pulmonar. A funcdo diastélica foi
avaliada pelo tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) e pelo padrdo de enchimento

ventricular esquerdo, através da velocidade das ondas E e A.

A afericdo da pressao arterial sistélica (PAS) foi realizada ap6s um periodo de cerca
de dez minutos para adaptacao dos cées ao ambiente e aos examinadores, utilizando método
de ultrassonografia Doppler (Medmega DV610) e seguindo as regras de padronizacao

previamente estabelecidas pelo consenso do American College of Veterinary Internal
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Medicine [11]. O valor médio de cinco afericdes de PAS com valores consistentes foi

considerado para analise estatistica.

Para a realizacdo do eletrocardiograma (ECG), os pacientes foram posicionados em
decubito lateral direito, sem contencdo farmacoldgica, conforme padronizacao estabelecida
[61]. O tracado eletrocardiografico foi registrado durante dois minutos nas derivacdes I, Il,
I11, aVR, aVL e aVF, e as derivacdes pre-cordiais (rV2, V2, V4 e VV10), utilizando aparelho
de eletrocardiografia computadorizada (ECG-PC TEB). Para interpretacdo de cada exame,
foram avaliados ritmo cardiaco, frequéncia cardiaca, duracdo e amplitude da onda P,
intervalo PR, duracdo do complexo QRS, amplitude da onda R e da onda T, intervalo QT,
segmento ST e eixo elétrico. O ritmo cardiaco foi considerado para avaliacdo estatistica

descritiva.

Além dos parametros laboratoriais e cardiovasculares, os animais foram avaliados
quanto ao tempo de sobrevida e a ocorréncia de sinais clinicos relacionados ao
envolvimento do sistema cardiocirculatorio, através de questionario feito aos tutores.
Dentre estes sinais, foram considerados dispneia, intolerancia ao exercicio, tosse, cianose,

sincope e qualidade do sono.
Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS versao 20.0.
As variaveis categoéricas foram descritas por frequéncias e percentuais, pelo teste exato de
Fisher para comparacdo entre 0s grupos e o teste de McNemar para comparagdo entre 0s
tempos. As variaveis quantitativas foram descritas pela média e desvio padrdo (quando sua

distribuicdo foi simétrica) e mediana, minimo e maximo (quando sua distribuicdo foi
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assimétrica). As varidveis quantitativas com distribuicdo simétrica foram comparadas
através do teste t de Student, enquanto que as variaveis com distribuicdo assimétrica foram
comparadas pelo teste de Wilcoxon entre os tempos e o teste de Maan-Whitney entre os
grupos. Foi considerado um nivel de significancia de 5% para as comparagdes

estabelecidas.

RESULTADOS

Quarenta e cinco cées foram avaliados durante o estudo. O grupo de cdes com HAC
que atendeu os critérios de incluséo foi composto por 16 animais (13 fémeas castradas, dois
machos inteiros e um macho castrado), sendo 15 com HAC pituitario-dependente e um com
HAC por tumor adrenal funcional. Foram quatro cées da raca Yorkshire terrier, trés da raca
Lhasa Apso, dois sem raca definida e um de cada das racas Australian Cattle Dog, Boxer,
Maltés, Schnauzer miniatura, Pinscher, Dachshund e Shihtzu. A média de idade foi de 10,2
+ 3,0 anos (5 a 15 anos) enquanto a média de peso foi de 11,4 £ 8,9 kg (2,6 a 33,2 kg). No
grupo HAC, dos 16 cdes que participaram da avaliagdo no momento diagnostico, nove
foram avaliados ap0s seis meses do diagndstico (quatro cdes morreram, um tutor optou por
deixar de participar do estudo e dois tutores nao tiveram disponibilidade de regressar com o
animal) e onze cdes foram avaliados apds doze meses do diagnostico, sendo que um destes
morreu entre a Gltima avaliacdo (T2) e o final do tempo de seguimento (até um ano apos).
Durante o acompanhamento, os cdes com HAC foram submetidos a tratamento clinico com
trilostano, sendo os ajustes de doses definidos pela equipe de endocrinologia responsavel

pelos casos. Inicialmente, foram prescritas doses de 0,41 a 0,99 mg/kg (0,67 = 0,21 mg/kg)
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BID, variando de 0,7 a 3,23 mg/kg (1,34 £ 0,8 mg/kg) BID na avaliagdo de seis meses (T1)

e 0,6 a 3,43 mg/kg (1,9 £ 0,96 mg/kg) BID na avaliagcdo de doze meses (T2).

Nove cdes (quatro fémeas castradas, dois machos inteiros e trés machos castrados)
com HAC apresentaram degeneracdo valvar mitral (DVM) como comorbidade. Todos os
caes deste grupo foram diagnosticados com HAC pituitario-dependente. De acordo com o
estadiamento da insuficiéncia cardiaca proposto para cdes com a doenca [4], quatro cdes
foram classificados no estagio B1, trés cdes no estagio B2 e dois cées no estagio C. Estes
animais foram descartados do grupo HAC, no entanto, formaram um grupo (HAC + DVM)
para ter a sobrevida comparada ao grupo HAC. O grupo HAC + DVM foi composto por
trés caes sem raca definida, dois da raga Dachshund, dois da raga Yorkshire Terrier e um de
cada das racas Cocker Spaniel Americano e Maltés, com uma média de idade de 12,2 £ 2,9
anos (6 a 16 anos) e uma média de peso de 8,4 + 6,3 kg (1,6 a 17,5 kg). Os cdes
pertencentes a este grupo foram submetidos ao tratamento do hiperadrenocorticismo,
seguindo os mesmos critérios terapéuticos do grupo HAC. Além disso, para 0s pacientes
estagiados em B2 e C, foi recomendada terapéutica seguindo os critérios do consenso da

DVM [4].

O grupo de animais controles foi composto por 20 cées (nove fémeas castradas, um
macho inteiro e dez machos castrados), sendo seis sem raca definida, cinco da raca
Yorkshire Terrier, dois da raca Dachshund, dois da raca Poodle, dois da raca Lhasa Apso,
um de cada das racas Schnauzer miniatura, Maltés e Shihtzu, com uma média de idade de
10,2 + 2,8 anos (6 a 15 anos) e uma média de peso de 8,5 £ 5,5 kg (2,1 a 23,0 kg). Além
destes 20 animais, trés cdes avaliados para participar do grupo controle foram excluidos do

estudo (dois por apresentarem degeneragdo valvar mixomatosa e um por apresentar
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nefropatia). No grupo controle, dos 20 cées que participaram da primeira avaliagdo, 17
foram avaliados apds seis meses. Um animal morreu entre a primeira e a segunda avaliacdo
(devido a complicacbes de uma insuficiéncia hepética de origem ndo esclarecida) e dois

animais ndo foram avaliados por falta de disponibilidade dos tutores.

As Tabelas 1 e 2 mostram a comparacdo dos parametros, respectivamente,
laboratoriais e cardiovasculares, entre o grupo HAC e o grupo controle (ambos no
momento da primeira avaliacdo). As Tabelas 3 e 4 mostram o acompanhamento,
respectivamente, dos parametros laboratoriais e cardiovasculares, do grupo HAC durante os
trés momentos de avaliacdo. Os sinais clinicos cardiorrespiratérios de maior ocorréncia no
grupo HAC no momento do diagndstico foram intolerancia ao exercicio (12/16 cées, 75%)
e dispneia (6/16 cées, 37,5%). Quando comparados ao grupo controle, tanto a ocorréncia de
intolerancia ao exercicio (p < 0,001) quanto de dispneia (p = 0,03) foram significativamente

maiores no grupo HAC.

Dos 16 cées avaliados no grupo HAC, cinco pacientes morreram (sobrevida de 54 a
373 dias) e onze pacientes permaneceram vivos ao final do estudo (tempo de seguimento
entre 465 e 766 dias). Nao houve diferenca significativa no peso entre os pacientes que
morreram (17,4 + 12,0 kg) e os que permaneceram vivos (8,6 + 5,9 kg) até o final do
seguimento (p = 0,064). No entanto, houve diferenca (p = 0,001) na idade dos pacientes que
morreram (13,4 £ 1,1 anos), quando comparados aos pacientes que permaneceram Vivos
(8,7 £ 2,4 anos) até o final do estudo. As Tabelas 5 e 6 mostram a comparacdo de
parametros, respectivamente, laboratoriais e cardiovasculares, entre os pacientes do grupo
HAC que morreram e 0s que permaneceram Vivos até o final do estudo. Ao comparar 0s

sinais clinicos entre os cdes vivos e mortos do grupo HAC no momento da primeira



59

avaliacdo, ndo foram observadas diferengas significativas na ocorréncia de tosse,
intolerancia ao exercicio, cianose, sincope e qualidade do sono. Porém, em relacdo a
dispneia, houve uma ocorréncia significativamente maior (p = 0,036) nos animais que
morreram (quatro dos cinco cdes) em relagcdo aos que permaneceram vivos (dois dos onze
caes). De acordo com as informagdes fornecidas pelos tutores, as causas de morte nos caes
do grupo HAC foram: neoplasia hepética (2), neoplasia abdominal (1), doenca renal (1) e
eutanasia devido a complicagdes do HAC (1). Apenas um destes pacientes foi submetido a
necropsia, sendo confirmada como causa da morte a ruptura de um hemangiossarcoma

hepatico.

Dos nove cées avaliados no grupo HAC + DVM, quatro pacientes morreram
(sobrevida de 47 a 115 dias) e cinco permaneceram vivos ao final do estudo (tempo de
seguimento de 387 a 654 dias). No grupo controle, um paciente morreu (sobrevida de 198
dias) e 19 pacientes permaneceram vivos ao final do estudo (tempo de seguimento entre
302 e 570 dias). A Figura 1 mostra a curva de sobrevida comparando cées dos grupos HAC
e HAC + DVM ao longo do tempo de seguimento (p = 0,632). O tempo de sobrevida foi
considerado o intervalo entre a primeira avaliacdo do paciente (momento do diagndstico) e
a sua morte, independente da causa. De acordo com as informacGes fornecidas pelos
tutores, as causas de morte no grupo HAC + DVM foram: edema pulmonar (2),

complicac6es decorrentes de uma mucocele (1) e causa ndo esclarecida (1).

Em relacdo a ocorréncia de arritmias cardiacas verificadas através do ECG, no
grupo HAC um cdo apresentou taquicardia sinusal, dois cdes apresentaram parada e/ou
blogueio sinusal, um cdo apresentou bloqueio de fasciculo anterior esquerdo e um céo

apresentou complexos ventriculares prematuros isolados; no grupo HAC + DVM, trés cdes
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apresentaram parada e/ou bloqueio sinusal; e, no grupo controle, seis cées apresentaram

taquicardia sinusal, um cdo apresentou parada e/ou bloqueio sinusal e um céo apresentou

complexos ventriculares prematuros isolados.

Tabela 1. Parametros laboratoriais (média + desvio padrdo ou mediana e percentil) de cdes com

hiperadrenocorticismo (grupo HAC) no momento do diagnéstico e cdes do grupo ontrole.

Pardmetro (unidade) Grupo HAC Grupo Controle P
Eritrocitos (10%/pL) 7,32+0,81 7,68 0,64 0,162
Hemoglobina (g/dL) 16,98 + 1,71 17,54 + 1,54 0,329
Hematdcrito (%) 49,14 + 4,05 49,84 + 4,26 0,638
VCM (fL) 68,21 + 5,15 65,99 £ 4,24 0,185
CHCM (%) 34,44 +121 34,23 + 3,66 0,833
Leucdcitos totais (/uL) 9562,86 + 2553,78 9278,95 £ 2298,21 0,740
Neutrofilos segmentados (/uL) 7527,64 £ 2572,36 6651,32 + 2392,88 0,322
Eosinofilos (/uL) 337,36 + 284,34 443,05+ 281,1 0,296
Mondcitos (/pL) 506,86 + 334,56 397,74 + 258,35 0,298
Linfocitos (/uL) 1190,36 + 522,68 1780,53 + 803,38 0,016*
PPT (g/L) 75,71 £ 7,96 74,95 + 6,97 0,771
Plaquetas (/uL) 405,18 + 146,93 381,5+126,2 0,669
Albumina (g/L) 34,25 + 3,416 35,15 + 1,631 0,344
ALT (U/L) 72,0 [32,0 — 494,0] 44,0 [17,0 - 88,0] 0,027*
Calcio (mg/dL) 10,78 £ 0,97 10,44 £1,01 0,399
Colesterol (g/dL) 256,44 + 136,17 227,3 £ 53,39 0,386
Creatinina (mg/dL) 0,7+0,23 1,07 £ 0,47 0,007*
FA (U/L) 231,0 [41 - 3366] 63,0 [25 — 316] <0,001*
Fésforo (mg/dL) 73,0+6,2 72,11+5,16 0,644
Fructosamina (umol/L) 209,82 + 39,32 258,19 + 42,77 0,002*
Glicose (mg/dL) 121,8 + 16,83 118,55 + 22,36 0,641
Ureia (mg/dL) 43,63 + 20,28 42,85 + 17,95 0,904
Triglicerideos (mg/dL) 199,5 [81 — 800] 82,5[17,0 - 279,0] 0,002*

VCM, volume corpuscular médio; CHCM, concentracdo da hemoglobina corpuscular média; PPT,
proteinas plasméticas totais; ALT, alanina aminotransferase, FA, fosfatase alcalina.

*Indica diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05).
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Tabela 2. Parametros cardiovasculares (média + desvio padrdo) de caes com hiperadrenocorticismo
(grupo HAC) no momento do diagndstico e cdes do grupo Controle.

Pardmetro (unidade) Grupo HAC Grupo Controle P

FC (bpm) 115,94 + 20.63 135,58 + 34,57 0,055
PAS (mmHg) 183,94 + 44,05 164,68 + 27,8 0,126
AE (cm) 2,52 +0,6 2,31+0,48 0,261
Ao (cm) 1,9 +0,55 1,82+0,38 0,627
Relacdo AE/Ao 1,35+0,15 1,28 £0,11 0,117
Ventriculo direito (cm) 1,09 £0,33 1,09 £0,35 0,997
Septo interventricular (cm) 0,69+0,2 0,62 £0,16 0,277
PLVE (cm) 0,60 +0,19 0,54 £0,16 0,292
DVEs (cm) 2,85+0,63 2,65+0,41 0,270
DVEd (cm) 1,69 £0,43 1,60 + 0,26 0,469
Fracdo de encurtamento (%)  40,7+5,4 39,7+4,6 0,522
Fragdo de ejecdo (%) 73,0+£6,2 72,11 +5,16 0,644
Velocidade FLAO (cm/s) 110,9+£22,8 95,7+115 0,025*
Gradiente FLA0 (mmHg) 511+2.21 3,71+0,9 0,027*
Velocidade FLP (cm/s) 93,4 £15,12 94,72 + 26,33 0,860
Gradiente FLP (mmHg) 358+1,14 3,84 £2,49 0,699
Onda E (cm/s) 69,49 + 12,47 70,9 +14,91 0,768
Onda A (cm/s) 69,2 £ 12,64 72,88 + 13,64 0,424
Relagdo E/A 1,04 +0,3 0,98 £0,23 0,555
TRIV (ms) 62,5+9,13 58,68 + 14,89 0,379

FC, frequéncia cardiaca; PAS, pressdo arterial sistdlica; AE, atrio esquerdo; Ao, artéria aorta;
PLVE, parede livre do ventriculo esquerdo; DVEd, diametro diastolico do ventriculo esquerdo;
DVEs, diametro sistélico do ventriculo esquerdo; FLAo, fluxo aértico; FLP, fluxo pulmonar; TRIV,
tempo de relaxamento isovolumétrico.

*Indica diferenga significativa entre os grupos (p < 0,05).
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Tabela 3. Pardmetros laboratoriais (média + desvio padrdo) de cdes do grupo HAC durante o tempo
de acompanhamento.

Pardmetro (unidade) TO T1 T2

Eritrocitos (10%/uL) 7,5+0,93 7,82 +£0,88 7,21+0,87
Hemoglobina (g/dL) 17,76 + 1,66 18,29 £ 2,03 16,88 £2,0
Hematdcrito (%) 50,6 +4,1 51,1+3,9 47,4 +6,4
VCM (fL) 67,95 £ 5,05 65,66 + 3,96 65,68 £ 2,51
CHCM (%) 35,05 +1,02 35,75+ 2,64 35,71 +1,73
Leucacitos totais (/uL) 9887,5+3119,27  10087,5 + 1865,04 9990 + 2722,11
Neutroéfilos segmentados (/uL)  7645,13 + 3166,58 7370,13 + 1983,7 7529,7 + 2540,38
Eosindfilos (/pL) 316,75 + 287,64 528,25 + 624,2 412,0 £ 402,08
Mondcitos (/pL) 499,75 + 369,33 498,88 + 170,62 498,8 + 270,79
Linfécitos (/uL) 142475+ 525,77  1690,25 + 612,05 1549,8 + 408,13
Proteina total (g/L) 79,5 +6,99 81,0 + 12,87 75,4 +£16,89
Plaquetas (/uL) 380,4 + 121,66 386,0 + 155,82 407,67 + 224,8
Albumina (g/L) 35,22 £2,73 33,11 +£5,16 33,45 + 3,08*
ALT (U/L) 113,22 + 145,98 87,22 +56,13 81,45 + 33,83
Calcio (mg/dL) 10,85+ 1,21 9,29 £ 0,48* 9,71£1,95
Colesterol (g/dL) 284,33 +171,8 230,67 + 85,6 257,55 + 145,12
Creatinina (mg/dL) 0,62 +0,18 0,7+0,28 0,81 +0,23*
FA (U/L) 625,4 + 1066,67 257,53 £+ 240,14 289,82 + 247,75
Fésforo (mg/dL) 559+23 457+272 6,7 +4,64
Fructosamina (umol/L) 225,41 + 38,73 254,13 + 51,3 253,1 + 86,19
Glicose (mg/dL) 128,33+ 16,4 140,0 + 50,67 117,7 £ 19,48
Ureia (mg/dL) 41,22 +20,15 38,89 + 10,2 45,64 + 19,78
Triglicerideos (mg/dL) 364,11 + 197,85 651,56 + 1157,41 379,36 + 590,83

TO, momento do diagnostico; T1, seis meses ap0s a primeira avaliagdo; T2, doze meses apos a
primeira avaliacdo; VCM, volume corpuscular médio; CHCM, concentracdo da hemoglobina
corpuscular média; ALT, alanina aminotransferase, FA, fosfatase alcalina.
*Indica uma diferenca significativa com relagédo ao TO (p < 0,05).
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Tabela 4. Parametros cardiovasculares (média + desvio padrdo) de cées do grupo HAC durante o
tempo de acompanhamento.

Parametro (unidade) TO Tl T2

FC (bpm) 121,1 +25,0 119,2 +31,5 112,1 + 23,85
PAS (mmHg) 198,7 +50,8 181,2 +53,1 178,36 + 34,74
AE (cm) 2,32+0,43 2,23 £ 0,46 2,45 +0,7
Ao (cm) 1,73+0,41 1,67 £0,37 1,81 +£0,54
Relacdo AE/Ao 1,35+0,15 1,35+0,18 1,36 +0,13
Ventriculo direito (cm) 1,03 +0,35 1,12 £ 0,44 1,12 £ 0,59
Septo interventricular (cm) 0,62+£0,14 0,63+£0,14 0,62 £0,16
PLVE (cm) 0,55+0,16 0,54 £0,13 0,54 £0,19
DVEd (cm) 2,74 £ 0,68 2,69 £0,76 2,78 £ 0,67
DVEs (cm) 1,61 +0,45 1,64 + 0,55 1,70 £ 0,46
Fracdo de encurtamento (%) 41,3+54 39,4+53 38,96 + 5,46
Fragdo de ejecdo (%) 73,8159 71,772 71,0 £ 6,88
Velocidade FLAO (cm/s) 110,5+12,08 104,04 £ 13,95 96,82 + 19,47
Gradiente FLA0 (mmHg) 4,94 +1,07 4,4+£1,17 3,89 +£1,52
Velocidade FLP (cm/s) 95,96 + 13,1 88,2+17,2 88,88 + 17,46
Gradiente FLP (mmHg) 3,74 £1,02 3,22+1,28 3,27 +£1,32
Onda E (cm/s) 73,06 +11,39 66,08 £ 9,64 65,19 £ 9,41
Onda A (cm/s) 66,69 + 15,4 63,38 + 13,83 65,37 £ 12,19
Relagdo E/A 1,14 +0,31 1,13+0,32 1,05+0,32
TRIV (ms) 60,56 + 7,68 60,56 + 11,58 67,0+ 12,29

TO, momento do diagnostico; T1, seis meses ap0s a primeira avaliagdo; T2, doze meses apds a
primeira avaliacdo; FC, frequéncia cardiaca; PAS, presséo arterial sistolica; AE, atrio esquerdo; Ao,
artéria aorta; PLVE, parede livre do ventriculo esquerdo; DVEd, didmetro diastélico do ventriculo
esquerdo; DVEs, diametro sistélico do ventriculo esquerdo; FLAo, fluxo aértico; FLP, fluxo

pulmonar; TRIV, tempo de relaxamento isovolumétrico.

Nenhum dos parametros apresentou diferenca significativa comparados ao TO (p < 0,05).



64

Tabela 5. Pardmetros laboratoriais (média + desvio padrdo) dos cées do grupo HAC, comparando
0S pacientes que permaneceram Vivos e 0s pacientes que morreram até o final do tempo de

acompanhamento.
Pardmetro (unidade) Grupo HAC vivos Grupo HAC mortos P
(n=11) (n=5)

Eritrocitos (10%/uL) 7,49 £0,84 6,9 + 0,66 0,232
Hemoglobina (g/dL) 17,6 £1,51 15,42 +1,14 0,024*
Hematdcrito (%) 50,3+3,8 46,25+ 3,5 0,091
VCM (fL) 67,56 + 4,54 69,82 £ 6,95 0,479
CHCM (%) 34,96 + 0,98 33,15+ 0,58 0,005*
Leucacitos totais (/L) 9630,0 + 2851,53 9395,0 + 1953,14 0,884
Neutrofilos segmentados (/L) 7243,3 + 2858,84 7788,5 + 2006,94 0,821
Eosindfilos (/uL) 369,4 +280,5 257,25 + 319,91 0,527
Mondcitos (/pL) 467,7 £ 369,15 604,75 + 241,54 0,511
Linfécitos (/uL) 1368,7 £ 478,59 7445 + 354,45 0,037*
PPT (g/L) 78,0 £6,99 70,0 £ 8,16 0,089
Plaquetas (/uL) 360,0 + 110,64 484,25 + 185,43 0,191
Albumina (g/L) 35,64 + 2,62 31,2+3,14 0,01*
ALT (U/L) 125,73 + 143,07 138,4 £ 158,1 0,777
Célcio (mg/dL) 10,81 +1,03 10,54 + 0,809
Colesterol (g/dL) 274,18 + 158,39 217,4 £ 63,61 0,459
Creatinina (mg/dL) 0,65 + 0,18 0,8+0,31 0,217
FA (U/L) 565,33 + 967,27 573,8 £ 522,04 0,336
Fésforo (mg/dL) 72,82 £ 6,61 73,4 £ 5,86 0,869
Fructosamina (umol/L) 217,79 + 38,6 187,9 + 37,11 0,204
Glicose (mg/dL) 124,09 + 17,44 115,5 + 15,33 0,402
Ureia (mg/dL) 39,55 + 18,41 52,6 £ 23,43 0,246
Triglicerideos (mg/dL) 317,36 + 205,27 118,4 + 44,3 0,015*

VCM, volume corpuscular médio; CHCM, concentracdo da hemoglobina corpuscular média; PPT,
proteinas plasmaticas totais; ALT, alanina aminotransferase, FA, fosfatase alcalina.

*Indica diferenga significativa entre os grupos (p < 0,05).
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comparando 0s pacientes que permaneceram Vivos € 0s pacientes que morreram até o final do

tempo de acompanhamento.

Pardmetro (unidade) Grupo HAC vivos Grupo HAC mortos P
(n=11) (n=5)

FC (bpm) 116,82 + 24,53 114,0 £9,19 0,810
PAS (mmHg) 192,09 + 47,77 166,0 + 31,41 0,287
AE (cm) 2,3+0,4 3,0+£0,74 0,025*
Ao (cm) 1,71 +0,39 2,32 £0,66 0,036*
Relacdo AE/Ao 1,36 + 0,14 1,32+0,18 0,666
Ventriculo direito (cm) 1,02 £0,32 1,24 £ 0,36 0,242
Septo interventricular (cm) 0,62 £0,13 0,83+£0,25 0,038*
PLVE (cm) 0,54 £0,15 0,74 £0,22 0,058
DVEd (cm) 2,75+£0,61 3,07 £0,69 0,366
DVEs (cm) 1,63 +0,41 1,81 +0,51 0,472
Fracdo de encurtamento (%) 40,6 £5,83 41,0+4,74 0,905
Fracdo de ejecdo (%) 72,91 +6,55 74,4 £ 5,86 0,888
Velocidade fluxo aortico (cm/s) 112,49 £ 12,83 107,36 £ 39,0 0,787
Gradiente fluxo adrtico (mmHg) 512 +1,16 5,1+ 3,86 0,992
Velocidade fluxo pulmonar (cm/s) 97,53 £ 13,17 84,3 +16,52 0,106
Gradiente fluxo pulmonar (mmHg) 3,87 + 1,04 2,93+1,18 0,129
Onda E (cm/s) 73,24 £10,93 61,24 £ 12,67 0,073
Onda A (cm/s) 67,04 +14,2 73,96 £ 7,36 0,327
Relacdo E/A 1,13+0,3 0,84 £0,21 0,068
TRIV (ms) 60,91+7,0 66,0 £ 12,94 0,318

FC, frequéncia cardiaca; PAS, pressdo arterial sistdlica; AE, atrio esquerdo; Ao, artéria aorta;
PLVE, parede livre do ventriculo esquerdo; DVEd, diametro diastolico do ventriculo esquerdo;
DVEs, diametro sistélico do ventriculo esquerdo; FLAo, fluxo aértico; FLP, fluxo pulmonar; TRIV,

tempo de relaxamento isovolumétrico.
*Indica diferenga significativa entre os grupos (p < 0,05).
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Fig. 1. Curva de sobrevida de caes do grupo HAC comparados ao grupo HAC + DVM.

DISCUSSAO

O trilostano € um farmaco comumente utilizado no tratamento do HAC canino e age
por inibicdo da 3p-hidroxiesteroide desidrogenase, uma enzima essencial para sintese de
cortisol, no cortex adrenal [33]. No presente estudo, os ajustes de controle clinico do HAC
foram conduzidos pela equipe de endocrinologia responsavel pelos casos. A literatura
embasa que o trilostano é efetivo no manejo clinico da doenca e apresenta poucos efeitos
adversos quando utilizadas doses semelhantes as recebidas pelos pacientes do presente

estudo, administradas duas vezes ao dia [2, 3, 15].
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Em relacdo ao perfil de analise laboratorial dos cdes com HAC, quando comparados
ao grupo controle, predominaram diferencas esperadas para os cdes com a doenca. O
aumento de FA, ALT e triglicerideos, além da menor contagem de linfécitos, estdo entre
achados laboratoriais mais comumente encontradas no HAC canino [8, 46, 51]. Os valores
de FA no grupo HAC, além de significativamente mais altos em relagdo ao grupo controle,
foram acima dos valores de referéncia para a espécie canina. Esta alteracdo € esperada, uma
vez que os cdes possuem uma isoforma da FA estimulada pelo cortisol [56, 60]. Além
disto, outro fator que pode estar relacionado ao aumento de FA e também justificar a maior
atividade de ALT é o fato de os cdes com HAC comumente apresentarem hepatomegalia,
devido ao acumulo de glicogénio hepatico [21]. A hipertrigliceridemia esta associada a
reducdo da depuracdo de quilomicrons e lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL),

secundaria a diminuicdo da atividade da lipoproteina lipase [49].

A linfopenia em cdes com HAC é resultado de um prejuizo na regulacédo
imunologica, sendo que, além dos efeitos imunossupressores dos glicocorticoides, a
conexdo entre a glandula hipéfise e a producdo de hormonios pelo timo podem estar
associadas a esta alteracdo laboratorial [38]. Apesar de concentracbes séricas de
fructosamina no valor de referéncia (170 a 338 umol/L) para ambos os grupos, ndo era
esperada uma média significativamente menor no grupo HAC, uma vez o hipercortisolismo
pode causar resisténcia a acdo da insulina [8, 37, 42]. Esta variacdo da fructosamina pode
estar relacionada ao aumento do turnover proteico, alteracdo descrita no hipercortisolismo
[12]. Os valores de creatinina sérica, apesar de estarem dentro da referéncia, foram

significativamente menores no grupo HAC quando comparado aos cédes saudaveis, o que
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pode estar relacionado ao aumento da taxa de filtracdo glomerular e a perda de massa

muscular decorrentes do hipercortisolismo [52, 53].

A hipertenséo arterial sistémica é um achado comum em cdes com HAC, afetando
59 a 86% dos pacientes [18, 22, 27, 41, 43]. No presente estudo, 12/16 (75%) dos caes do
grupo HAC estavam, no momento do diagnéstico, com valores de pressdo arterial sist6lica
acima de 160 mmHg, valor considerado como hipertensédo com risco moderado de dano aos
orgdos-alvo [1]. Apesar de um valor médio maior no grupo HAC, ndo houve diferenca
significativa na PAS quando comparada ao grupo controle. Um fator que pode estar
associado ao valor de PAS acima do esperado no grupo controle € a ansiedade e excitacéo
dos pacientes no momento do exame, o que pode causar valores falsamente elevados no
ambiente hospitalar [54]. No grupo controle do presente estudo, 30% dos cées apresentaram
taquicardia sinusal evidenciada no ECG, outro achado que pode estar relacionado a
ansiedade e excitacdo. Corroboram ainda com isto as seguintes informacfes sobre 0s
pacientes do grupo controle com valores de PAS acima de 160 mmHg: nenhum céo
apresentou hipertrofia concéntrica ventricular, o que poderia sugerir dano cardiaco como
orgao-alvo; estes pacientes foram submetidos a afericdo da PAS em casa (apresentando
valores abaixo de 160 mmHg, que ndo foram considerados para a andlise estatistica) e/ou
coletaram amostra para urinalise (ndo havendo proteindria, o que poderia sugerir dano renal

como 6rgéo-alvo).

Estudos recentes evidenciaram a presenca de hipertrofia concéntrica do ventriculo
esquerdo (caracterizada por aumento da espessura de septo interventricular e parede livre
do ventriculo esquerdo) como uma consequéncia importante do HAC em humanos [5, 31] e

em cdes [13, 44]. No presente estudo, apesar de valores médios elevados no grupo HAC
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quando comparados ao grupo controle, ndo houve diferenga significativa nas medidas de
septo interventricular e parede livre do ventriculo esquerdo entre os grupos. Além do
impacto estrutural, estudos utilizando técnicas avancadas de diagndstico por imagem
evidenciaram disfungdo sistdlica e diastdlica subclinicas no HAC [13, 31, 44].
Diferentemente das suspeitas iniciais, a hipertensao arterial ndo é o Unico fator causador da
hipertrofia ventricular esquerda em pacientes com HAC, uma vez que o0s estudos ndo
definiram associagOes e correlacdes positivas entre tais parametros [13, 58]. Assim, a teoria
sugerindo um efeito direto do cortisol nos cardiomiécitos é uma hipdtese discutida
atualmente [5]. Nenhum dos estudos citados com avaliacdo ecocardiografica sugeriu
aumentos da velocidade e gradiente de pressdao do fluxo aortico, no entanto, o foco de
muitos destes foi a avaliacdo da estrutura cardiaca. Uma hipotese que pode justificar tal
alteracdo no presente estudo é o fato de hipercortisolismo causar disfuncdo endotelial [29,
48], o que pode aumentar a rigidez vascular arterial [16, 35] e, consequentemente, essa

resisténcia pode elevar o fluxo na via de saida do ventriculo esquerdo.

Mesmo que no grupo HAC tenham sido descartados os pacientes com comorbidade
cardiologica, a ocorréncia da intolerancia ao exercicio e da dispneia é justificada pela
propria doenca enddcrina, uma vez que o hipercortisolismo pode causar alteracbes como

fraqueza muscular, ganho de peso corporal, letargia e tromboembolismo pulmonar [8].

A reducdo da concentracdo de albumina durante o tempo de acompanhamento ndo é
um achado comum, mas, dentre as possibilidades estd a relagio com uma possivel
proteiniria como consequéncia da hipertensdo [36]. Apesar da diminuicdo na relagdo
albumina/creatinina urinaria apds o tratamento com trilostano, um estudo evidenciou que

parte dos cdes com HAC permanece com proteinuria [52]. No entanto, a avaliagcdo
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retrospectiva de dados clinicos dos pacientes do presente estudo possibilitou verificar que,
dos 16 cdes do grupo HAC, treze realizaram avaliacdo da relagdo proteina/creatinina
urinaria (RPCU) na época do diagndstico e, de acordo com o consenso da International
Renal Interest Society [28], apenas trés estavam proteindricos (RCPU > 0,5) e um estava
com valor limitrofe (0,2 a 0,5). Uma limitacdo do presente estudo é que os pacientes ndo
foram submetidos a analise laboratorial da urina nos momentos de avaliagdo dos demais
parametros. Apesar de se manter nos valores de referéncia, assim como observado em outro
estudo [52], no presente estudo houve aumento significativo da concentracdo sérica de
creatinina ap0s o tratamento, provavelmente relacionado aos efeitos do hipercortisolismo
na taxa de filtragdo glomerular e eventual ganho de massa muscular. Um estudo em
humanos relatou aumento na concentragéo serica de calcio apds o uso corticosteroides [24],
0 que poderia ser relacionado a diminuicdo na concentracdo de célcio no grupo HAC do
presente estudo apos o tratamento com trilostano. Diferentemente, outras pesquisas em caes
mostram que o calcio sérico ndo se altera [23] ou até aumenta [59] ap0s o tratamento do

HAC.

N&o houve diferenca significativa nos parametros cardiovasculares dos cdes com
HAC durante o tempo de seguimento do presente estudo. Os valores médios de todos os
parametros foram semelhantes a referéncia para a espécie canina durante o estudo, com
excecdo da PAS que, apesar de reduzir ao longo do tratamento, sempre esteve acima do
valor de referéncia. Estudos em humanos mostram que o controle do HAC como causa de
base ndo é efetivo em controlar a PAS em 25 a 56% dos pacientes hipertensos [16, 17].
Além disso, assim como no presente trabalho, outros estudos em cdes com HAC néo

relataram diminuicdo significativa da PAS ap0s o tratamento [22, 52, 55].
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No presente estudo, 11/16 (68,8%) dos cdes do grupo HAC permaneceram vivos até
o final do tempo de seguimento (pelo menos 465 dias) e 12/16 (75%) tiveram sobrevida de
pelo menos um ano (365 dias), evidenciando dados semelhantes aos 70% encontrados em
outro trabalho [18] e reforcando a boa resposta ao tratamento clinico com trilostano. Um
estudo retrospectivo evidenciou que a falta de tratamento de cdes com HAC esté associada

ao maior risco de morte, quando comparado aos pacientes tratados com trilostano [39].

Assim como no presente estudo, outros associaram o avango da idade no momento
do diagnostico como um fator de menor tempo de sobrevida no HAC canino [3, 18]. As
causas de morte sdo diversas e ndo necessariamente relacionadas ao HAC nos cées com a
doenca. Estudos retrospectivos relacionaram 25,9% a 38,2% das mortes ao HAC em caes
com a sindrome [18, 26]. Entre as causas relacionadas a morte pela doenca enddcrina estéo
metéstases, invasdo da veia cava (no caso da doenca adrenal-dependente), deterioragédo
fisica progressiva, sinais neuroldgicos e tromboembolismo pulmonar [3, 18, 25]. No grupo
HAC do presente estudo, dois caes tiveram morte relacionada a neoplasia sem confirmacao
por necropsia (ndo podendo ser desconsiderada a possibilidade de associagdo tumoral ao
HAC) e foi feita eutanasia de um cdo por deterioracdo fisica progressiva associada a
doenca. O envolvimento cardiorrespiratorio € frequentemente citado entre as causas de
morte no HAC canino. Apesar de um estudo citar a ocorréncia de endocardiose mitral em
dois pacientes [18], na maioria dos trabalhos, o diagnéstico cardiorrespiratério ndo fica
definido, sendo citadas doenca cardiaca e doenca respiratoria [18, 52], insuficiéncia

cardiaca e edema pulmonar [3], e dispneia [18, 39].

A dispneia € um sinal associado ao aumento do risco de morte em cdes com

endocardiose [32]. No entanto, também pode estar presente no HAC canino, uma vez que
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este sinal pode ser a manifestacdo clinica de complicagdes como tromboembolismo
pulmonar [8] e mineralizacdo pulmonar [9]. No grupo HAC do presente estudo, a dispneia
foi um sinal clinico com ocorréncia significativamente maior nos cdes com morte durante o
tempo de acompanhamento. Assim, ndo se pode descartar o envolvimento destas
complicacBes nos cdes com dispneia do presente estudo, uma vez que os diagndsticos de
tromboembolismo e mineralizacdo pulmonar dependem de técnicas avancadas de

diagndstico por imagem [6, 9, 20, 34] que ndo foram realizadas.

Para o conhecimento dos autores, este € o0 primeiro estudo que investigou a
influéncia da DVM como comorbidade no tempo de sobrevida em cées diagnosticados com
HAC. Apesar do maior percentual de mortalidade durante o tempo de acompanhamento,
ndo houve diferenca significativa na curva de sobrevida entre os grupos HAC e HAC +
DVM. A fisiopatologia da insuficiéncia cardiaca envolve diversos eventos quando a doenca
é cronica, como nos casos de DVM canina. Dentre estes eventos, € possivel citar o
envolvimento da aldosterona no remodelamento cardiaco [62]. O fato de ser comum a
diminuicdo da reserva secretora de aldosterona em cées recebendo trilostano [50] € um
fator que poderia estar associado a uma reducdo do remodelamento cardiaco em caes
tratando 0 HAC. O efeito benéfico da inibi¢cdo farmacologica da sintese de aldosterona ja
foi sugerido em ratos com insuficiéncia cardiaca [19]. Para investigar esta hipotese, seria

interessante a comparacdo com um grupo de cdes apenas com DVM e sem HAC.

Um estudo retrospectivo evidenciou a hiperfosfatemia como um achado comum e
relacionado ao menor tempo de sobrevivéncia em cdes com HAC. No presente estudo, este
achado foi verificado em 4/16 (25%) dos cdes com HAC, porém, ndo houve diferenca

significativa nas concentracGes de fosforo entre os pacientes que permaneceram vivos até o
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final do tempo de seguimento e os que morreram antes do final do estudo. Diferencas nos
parametros laboratoriais dos cdes com HAC que morreram antes do final do estudo, como
decréscimo de hemoglobina, CHCM, linfécitos e albumina, podem simplesmente estar
relacionadas a idade destes pacientes que foi significativamente mais alta, uma vez que
estas alteracBes sdo comuns em cdes geriatricos [45]. Apesar de possivelmente estarem
relacionadas ao avanco da idade, € justificavel o fato de algumas destas alteracdes estarem
relacionadas a um menor tempo de sobrevida, uma vez que a linfopenia pode estar
associada a imunossupresséo e a hipoalbuminemia a disfunc6es hepaticas e renais. A menor
concentracdo de triglicerideos no grupo de pacientes que morreram durante o estudo,
comparada com os pacientes vivos até o final do acompanhamento, ndo era um resultado
esperado, uma vez que a hipertrigliceridemia € um achado importante que pode estar

relacionado a complicacbes metabolicas e aterosclerose [30].

Apesar de maiores dimensdes ecocardiograficas em medidas como diametro de atrio
esquerdo, diametro de artéria aorta e espessura de septo interventricular nos caes que
morreram antes do final do presente estudo, estas sdo alteragbes que podem estar
relacionadas a maior média de peso destes pacientes, uma vez que os valores de referéncia
para medidas ecocardiograficas variam de acordo com o porte do animal [10]. A maior
espessura do SIV pode estar relacionada ao remodelamento cardiaco causado pelo HAC
[13, 44], hipbtese que demandaria estudos associando a sobrevida, diagnostico por imagem

e histopatologia do coracéo de cdes com HAC para uma melhor investigacao.

O presente estudo conclui que a idade avangada no momento do diagnostico foi o
principal pardmetro relacionado a menor sobrevida na populacdo de cdes com HAC

avaliada, possivelmente associado a alteracOes laboratoriais, como linfopenia. Ainda, o
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trabalho sugere que as medidas ecocardiograficas e a hipertensdo arterial sistémica, apesar
de comum, ndo interferiram no tempo de sobrevida dos pacientes com HAC, no entanto, a
dispneia no momento do diagnéstico foi um sinal clinico associado a pior prognostico. Por
fim, é possivel concluir a degeneracdo valvar mitral € uma comorbidade comum em cées
com HAC, todavia, ndo foi evidenciada sua interferéncia na expectativa de vida de animais

com a doenca enddcrina na populacdo estudada.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho reforca o papel do hiperadrenocorticismo como uma das
doencas de maior ocorréncia na rotina medica canina, uma vez que, no periodo de um ano
em que os pacientes foram recrutados, 25 cdes foram encaminhados para o projeto. Além
dos cdes com HAC incluidos no estudo, outros diagnosticados com a doenca no periodo de
recrutamento deixaram de participar por ndo atenderem os critérios de incluséo e/ou pela
falta de disponibilidade dos tutores. Dentro deste contexto, a degeneracdo valvar mitral se
destacou como uma comorbidade de ocorréncia relevante nos cdes com HAC, uma vez que
em 36% dos animais encaminhados para avaliacdo com diagndstico recente da doenca
enddcrina foi descoberta também esta cardiopatia. Sabendo que muitos pacientes com
DVM podem ser assintomaticos, estes dados reforcam a importancia da atencdo que deve
ser destinada a avaliacdo cardiovascular em cdes com HAC, principalmente aqueles de

pequeno porte e idade avancada.

O acompanhamento dos pacientes pelo periodo de até 766 dias mostrou o quanto é
desafiador determinar o valor prognéstico de parametros clinicos, laboratoriais e
cardiovasculares no hiperadrenocorticismo, devido a diversidade de alterac6es sistémicas e
diferentes complicacGes associadas a doenca. Apesar de prejudicar a melhor analise de
dados voltados para o progndstico, o percentual de mortalidade reduzido, mesmo com

razoavel tempo de acompanhamento, evidencia que a abordagem terapéutica do HAC
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canino é bastante satisfatoria atualmente, principalmente quando s&o observados

engajamento e colaboragéo dos tutores no tratamento de seus animais.

Os dados analisados sugerem que existe estresse oxidativo no HAC canino, a partir
dos resultados que evidenciaram a presenca de peroxidacao lipidica no momento do
diagndstico. Felizmente, o tratamento clinico com o trilostano, o farmaco de eleicdo para
caes com a doenga, parece ser o suficiente para reverter esta alteragcdo. Por outro lado, ndo
foi possivel evidenciar correlagdes entre a mensuracdo de TBARS e parametros
cardiovasculares, como a pressao arterial sistélica e a espessura ventricular esquerda.
Assim, as davidas sobre a fisiopatologia da hipertensdo arterial e do remodelamento
cardiaco no HAC permanecem, e novos estudos incluindo a mensuracdo de diferentes

parametros que avaliem o estresse oxidativo serdo necessarios em busca de tais respostas.
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ANEXO A — Carta de aprovacédo da CEUA/UFRGS

U F R G S  PRO-REITORIA DE PESQUISA SQEVA
UNIVERSDADE FEDERAL Comissso De Etica No Uso De Animais
DO 0 GRANDE DO SUL
CARTA DE APROVACAO
Comiss3o De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:
Numero: 31830
Titulo:

VALOR PROGNOSTICO DE PARAMETROS CARDIOVASCULARES E DE ESTRESSE
OXIDATIVO EM CAES COM HIPERADRENOCCRTICISMO *

Vigéncia: 01/11/2016 a 30032019

Pesquisadores:
Equipe UFRGS:

FELIX MILARIO DIAZ GONZALEZ « coordenador desde 011102018

STELLA DE FARIA VALLE - pasquisadar desde 01/11/2016

ALAN GOMES POPPL - peaguisador deade 01/11/2016

NELSON ALEXANDRE KRETZMANN FILHO - pesquisador desde 01/11/2016
Fredevioo Adcio Carvalho Scares - Aluno de Doutorada desde 011172016

Comissdo De Etica No Uso De Animals aprovou o mesmo , em reunido realizada em
31/10/2016 - SALA 330 DO ANEXO | DO PREDIO DA REITORIA - CAMPU'S CENTRO -
UFRGS-PAULO DA GAMA,110 BAIRRO FARROUPILHA - em seus aspectos éticos e
metodolégicos, para a uthlizagdo de 54 cies adultos (machos ou fémeas) provenientes da
rotina do Hospital de Clinicas Veterinarias da Faculdade de Veterindria «la UFRGS, de acordo
com 0s preceitos das Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especiaimente a Lel
11.794 de 08 de novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, ¢ as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), que
disciplinam a produgdo, manutengio efou utiNzagdo de anknais do filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem) em atividade de ensino ou pesquisa,

Fomo Negre, SeetaFera, 12 do Novenlre dg 2016
Mt il M

MARCELO MELLER ALEVI
Coordarador da comissdo de dtca



ANEXO B — Carta de autorizagao do HCV-UFRGS

UNIVERSIDADE FEDEKAL
DO RIO GRANDE DO SUL

HOSPITAL DE CLINICAS VETERINARIAS
TERMO DE CIENCIA E APROVAGAO

Venho por meio deste, informar que o Projeto de Pesquisa intitulado:
“Valor prognéstico de pardmetros cardiovasculares e de estresse oxidativo
em ca@es com hiperadrenocorticismo”, desenvolvido pelo doutorando
Frederico Aécio Carvalho Soares e sob a orientagdo do Professor Félix
Hilario Diaz Gonzalez, fica autorizado a ser realizado nas dependéncias
deste Hospital, desde que atenda tanto as normas internas de funcionamento
do HCV, assim como as determinagdes especificas da CEUA/UFRGS sobre

0 uso de animais.

Porto Alegre, junho de 2016.

g/‘/lﬂ(/avu(.

Stella de Faria Valle
Diretora do HCV/UFRGS
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ANEXO C - Termo de consentimento dos tutores

1-Titulo do projeto: “Valor prognéstico de parédmetros cardiovasculares e de
estresse oxidativo em caes com hiperadrenocorticismo”.

2- Objetivos do estudo: Avaliar o valor prognostico da troponina | e de marcadores
de estresse oxidativo em caes com hiperadrenocorticismo (HAC); verificar a
interferéncia de comorbidades como o diabetes mellitus e a endocardiose valvar
mitral no progndéstico e expectativa de vida de caes com HAC; definir
biomarcadores com valor prognoéstico no HAC canino, que possam auxiliar no
correto tratamento e aumento da expectativa de vida dos pacientes; avaliar se o
remodelamento cardiaco decorrente do hiperadrenocorticismo esta relacionado a
ocorréncia de estresse oxidativo.

3- Procedimentos realizados: os pacientes serdo submetidos aos seguintes a
afericdo de pressdo arterial, eletrocardiograma, ecocardiograma e coleta de
sangue (todos considerados de grau de severidade leve pelo CEUA-UFRGS). O
tutor do animal sera convidado a acompanhar presencialmente todos os
procedimentos. Os cées serdo convidados a fazer esta avaliacdo no momento do
diagnostico do HAC e, apods, a cada seis meses até um periodo de 1 ano.

4- O proprietario ndo tera custos com os exames de avaliacdo cardiocirculatoria
citados anteriormente, que seréo realizados nos momentos pré-determinados.

5- A participacdo no projeto ndo isenta o proprietario da consulta e custos com o
diagndstico, acompanhamento e tratamento do HAC.

6- Garantia de acesso em qualquer etapa do estudo: o proprietario do céo tera
acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de
eventuais duvidas. A pesquisa acompanha o tratamento instituido pelo médico
veterinario do cdo, e nao fara nenhum procedimento desnecessario ou que possa
causar qualquer tipo de prejuizo para o céo.

7- Responsavel pela pesquisa: Frederico Aécio Carvalho Soares (Médico
Veterinario, doutorando, Laboratério de Analises Clinicas Veterinarias, UFRGS)
telefones: 3308-8033 (Laboratério) ou 8575-5020 (celular).

8- E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
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deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na Instituicéo

9- Direito de confidencialidade: As informacdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum

paciente.

*Declaro ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o presente estudo. Foi discutido com 0s
veterinarios responsaveis sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais sédo os propdsitos do estudo e os procedimentos a
serem realizados. Concordo voluntariamente que meu céo participe deste estudo
e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu

possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Dados do céo:

Nome: Raca: Idade:

Assinatura do tutor Data / /

*Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste representante legal do paciente para a participacdo neste

estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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ANEXO D - Ficha de atendimento dos pacientes

ID projeto: Nome: Ficha HCV:
Raca: Idade: Género:
Peso: Data:
Tutor: Telefone:
E-mail:

Méd.Vet. Responsavel (enddcrino):

e Tratamento atual:

e Sinais clinicos cardiorrespiratoérios:
Tosse D Dispneia ([ Intolerancia ao exercicio (]

Sincope D Cianose D EpistaxeD

Qualidade do sono? D Boa O Média DRuim

Ausculta CR:
FC:
PAS:

ECG:

Ecocardio:



