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RESUMO

O hiperadrenocorticismo pituitario-dependente canino (HPD) é um distarbio endécrino comum.
Seu manejo clinico geralmente requer terapia com trilostano de uso continuo, o que pode causar
elevacdo do ACTH enddgeno (ACTHe) e adrenomegalia, além de necessidade de recorrentes
reajustes de dose. A terapia com selegilina foi previamente indicada para o tratamento da HPD
canina a nivel hipofisario. N&o ha estudos associando trilostano e selegilina para o tratamento de
HPD em cées. O objetivo do presente estudo foi avaliar resultados clinicos, clinico-patolégicos,
imagisticos e hormonais em cdes com HPD tratados com trilostano (Tri) ou com trilostano e
selegilina (Tri + Sel). Quinze cdes com diagndstico de HPD espontaneo foram avaliados: Oito
foram tratados com trilostano (Tri) e sete foram tratados com Tri + Sel. Para tal, foi realizado um
ensaio clinico randomizado. Os cées foram submetidos a exame clinico, e andlises de
hemograma, bioquimica sérica, urinalise e ultrassonografia abdominal, além de determinacédo das
concentracdes de ACTH enddgeno e cortisol pds-ACTH nos dias zero (D0), 30 (D30), 90 (D90) e
180 (D180) de tratamento. Nao houve diferenca significativa (p > 0,05) na variacdo enddgena de
ACTHe no grupo Tri (mediana DO = 20,85 pg/dL; mediana D180 = 79,0 pg/dL; p = 0,07) e grupo
Tri + Sel (mediana DO = 103 pg/dL, mediana D180 = 98,25 pg/dL, p = 0,57). Ambos 0s grupos
apresentaram niveis de cortisol p6s-ACTH significativamente menores no final do estudo (Tri
mediana DO = 15 pg/dL; D180 = 5,2 pg/dL; p = 0,002 versus Tri + Sel mediana DO = 17,23
pg/dL; D180 = 2,26 pg/dL; p = 0,006). Além disso, ambos 0s grupos necessitaram de ajustes de
dosagem de trilostano (p = 0,01). No entanto, nenhuma diferenca estatistica foi observada neste
quesito entre os grupos ao final do estudo. Houve menor variacdo na espessura das adrenais do
grupo Tri + Sel (adrenal esquerda DO = 0,65 cm; mediana D180 = 0,71; p = 0,7) quando
comparada ao grupo Tri (mediana da adrenal esquerda DO = 0,77 cm; mediana D180 = 0,97 cm;
p = 0,09). O mesmo foi observado para a espessura da glandula adrenal direita (Tri + Sel mediana
DO = 0,65 cm; mediana D180 = 0,58 cm; p = 0,2 versus Tri mediana DO = 0,58 cm; mediana
D180 = 0,77 cm; p = 0,04). Alem disso, os pacientes do grupo Tri + Sel parecem ter alcancado
melhor controle metabdlico ao longo da avaliagcdo se observados os valores de fructosamina e
colesterol total. Ndo obstante, nenhuma diferenca no controle clinico ou no estado da funcgédo
cognitiva foi percebida entre os grupos. A associacdo entre trilostano e selegilina parece uma
terapia complementar segura e promissora para 0 HPD canino. No entanto, mais estudos séo
necessarios avaliando um maior nimero de pacientes para esclarecer o real efeito dessa
associagédo, assim como maior tempo de seguimento.

Palavras-chave: Hipercortisolismo. ACTH. Inibidor MAO. Terapia pituitaria.



ABSTRACT

Canine pituitary-dependent hyperadrenocorticism (PDH) is a common endocrine disorder.
Clinical management usually demands lifelong trilostane therapy, which may cause endogenous
ACTH (eACTH) elevation, adrenomegaly, and recurrent dose adjustments requirements.
Selegiline therapy have been prior indicated for canine PDH treatment at pituitary level. There
are no studies associating trilostane and selegiline for PDH treatment in dogs. The objective of
this study was evaluate clinical, clinical-pathological, imagistic, and hormonal results in dogs
with PDH treated with trilostane (Tri) or with trilostane and selegiline (Tri+Sel). Fifteen client-
owned dogs diagnosed with spontaneous PDH were evaluated: eight were treated with trilostane
(Tri) and seven were treated with trilostane and selegiline (Tri+Sel) in a randomized clinical
trial. Dogs underwent clinical examination, serum biochemical analysis, urine analysis,
abdominal ultrasound, endogenous ACTH, and post-ACTH cortisol concentrations on days zero
(D0), 30 (D30), 90 (D90) and 180 (D180) of treatment. There was no significant difference at
95% confidence level on endogenous ACTH variation between group Tri (median DO = 20.85
po/dL; median D180 = 79.0 pg/dL; p = 0.07) and group Tri+Sel (median DO = 103 pg/dL;
median D180 = 98.25; p = 0.57). Both groups showed significant lower post-ACTH cortisol
levels at the end of study (Tri median DO = 15 pg/dL; D180 = 5.2 ug/dL; p = 0,002 versus
Tri+Sel median DO = 17.23 pg/dL; D180 = 2.26 pg/dL; p = 0.006). Also, both groups needed
trilostane dosage adjustments (p = 0,01). However, no statistical difference was observed
between the groups at the end of the study. Nonetheless, there was minor variation on left
adrenal glands thickness of group Tri+Sel (left adrenal median DO = 0.65 cm; median D180 =
0.71; p = 0.7) when compared with group Tri (left adrenal median DO = 0.77 cm; median D180
=0.97 cm; p = 0.09). The same was observed for right adrenal glands thickness (Tri+Sel median
D0 = 0.65 cm; median D180 = 0.58 cm; p = 0.2 versus Tri median DO = 0.58 cm; median D180
= 0.77 cm; p = 0.04). Moreover, patients in group Tri+Sel seemed to have achieved better
metabolic control throughout fructosamine and total cholesterol evaluation. Notwithstanding, no
differences on clinical control or cognitive function status was perceived between groups. The
association between trilostane and selegiline seems a safe and promising complementary therapy
for canine HPD. However, further studies are need with larger patient number to clarify the real
effect of this association, as well as longer follow up.

Keywords: Hypercortisolism. ACTH. MAO inhibitor. Pituitary-targeted therapy.
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13
1 INTRODUCAO

Atualmente o quadro clinico denominado de uma maneira generalista como Sindrome de
Cushing (SC), ou hiperadrenocorticismo (HAC) tem se mostrado frequente em rotinas de
atendimento clinico geral e especializado em endocrinologia de cdes (POPPL et al, 2016). Boa
parte dessa elevada incidéncia reflete os avancos em diagndstico, associados a um aumento
expressivo na expectativa de vida dos pacientes, justificando empenho na promocéo de melhorias
no manejo terapéutico da doenca. Via de regra, o hiperadrenocorticismo pituitario-dependente
(HPD) € hoje a etiologia mais frequente associada a esse quadro (BEHREND et al, 2012), e o
sucesso terapéutico atual baseia-se no bom controle dos sinais clinicos associado a melhora nos
achados de exames fisico e laboratoriais. Com frequéncia nesses pacientes sdo encontradas
alteracbes comportamentais compativeis com a sindrome da disfuncdo cognitiva canina (SDCC),
conforme demonstrado por Silva et al. (2017). Contudo, ha caréncia de estudos quanto a sua real
incidéncia em cées com HPD.

Frente a incapacidade de acesso ao tratamento considerado padrdo-ouro para adenomas de
pituitaria (hipofisectomia), op¢Ges medicamentosas como o uso do trilostano apresentam-se com
alternativas efetivas e seguras para o tratamento da doenga (RAMSEY, 2010; BEHREND et al,
2013). Sua acdo, via mecanismos distintos, € a promocao da reducdo da biossintese de cortisol nas
adrenais, trazendo como consequéncias a médio-longo prazo o estimulo a uma elevacdo da
producdo do horménio adrenocorticotréfico endégeno (ACTHe) (SIEBER-RUCKSTUHL et al,
2006; TESHIMA et al, 2009; GALAC et al, 2010). Nos pacientes tratados com trilostano, observa-
se aumentos nos niveis de ACTHe e adrenomegalia como consequéncia do tratamento (MANTIS
et al, 2003; REUSCH et al, 2007; RUCKSTUHL et al, 2012).

A selegilina tem sido empregada com sucesso no manejo da SDCC tendo sido reportada
baixa taxa de efeitos colaterais e como sendo de facil acesso no mercado (MILGRAM et al, 1995;
RUEHL et al, 1997; RUEHL et al, 1998; MILLS & LEDGER, 2001). Seu mecanismo de agé&o,
que em ultima instancia promove aumento da oferta de dopamina no sistema nervoso central,
tornou promissor seu uso para o tratamento medico do HPD ndo complicado. Contudo, 0s
resultados nédo incentivaram seu estabelecimento como monoterapia (BRUYETTE et al, 1997,
PETERSON, 1999; REUSCH et al, 1999; BRADDOCK et al, 2004)

N&o ha estudos até o presente momento avaliando tratamento do HPD baseado na
associacao entre a selegilina e o trilostano, porém a base tedrica permite a hipdtese de que este
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protocolo possa ser eficaz e seguro na premissa de: reduzir os niveis de cortisol e evitar a elevagéo
de ACTHe de maneira segura; requerer doses menores de trilostano para o bom controle do
quadro, reduzindo os efeitos ja conhecidos de seu emprego como monoterapia; € promover uma

melhora nos sinais clinicos da SDCC na populacdo acometida.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O hiperadrenocorticismo (HAC), também denominado sindrome de Cushing (SC) é
considerado uma miscelanea de achados clinico-patoldgicos decorrentes da exposi¢do cronica aos
efeitos do hipercortisolismo no organismo. O HAC ¢é uma endocrinopatia frequente no cédo, sendo
sua incidéncia crescente em rotinas de atendimento geral e especializado. Em um estudo
retrospectivo realizado por Poppl et al (2016) no Servico de Endocrinologia do Hospital de Clinicas
Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul referente a um periodo de dez anos

(2004-2014), esta foi a doenca enddcrina mais frequente (37%) dos cées atendidos.

2.1 Etiopatogenia

Sua origem em cerca de 80-85% dos casos € uma neoplasia hipofisaria, HAC Pituitario-
Dependente (HPD), responsavel por uma elevacdo supra fisioldgica na secrecdo do horménio
adrenocorticotrofico (ACTH), enquanto 15-20% dos animais possui um tumor primario em uma ou
ambas as glandulas adrenais (BEHREND, 2015). Na rotina de pacientes atendidos no HCV-
UFRGS, observou-se similar distribuicdo de casos pituitarios dependentes e primarios (MARCAL
et al, 2017; MARTINS et al, 2017).

E valido ressaltar que a hipofise do cdo é dividida em porgdo anterior (pars distalis),
porcdo posterior (pars nervosa) e uma terceira porcao localizada entre ambas, denominada pars
intermedia. A primeira € a sua porcao glandular, sendo a responsavel pela producdo de ACTH em
maior escala frente a um estimulo hipotalamico. Sua producdo é aumentada em resposta a: maior
liberagdo de hormonio liberador da corticotrofina (CRH) hipotalamico em situagfes como stress,
frio ou calor extremo, choque traumatico, fome ou hipoglicemia; ou diminuida via feedback
negativo exercido por altas concentragdes de cortisol produzido pelas adrenais. A pars distalis é a
responsavel ainda pela produgdo de inUmeros outros hormoénios pituitarios como o hormdnio do
crescimento (GH), hormonio estimulador da tireoide (TSH), hormonio foliculo-estimulante (FSH),
horménio luteinizante (LH) e Prolactina (PRL). A pars nervosa constitui o tecido envolvido na
biossintese dos hormdnios peptidicos oxitocina e vasopressina (ADH). A pars intermedia parece
ter especial importancia na etiologia do HPD por apresentar em seu estroma corticotrofos que

respondem a um controle inibitério hipotalamico via tonus dopaminérgico (ENGELKING, 2010;
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BEHREND, 2015). Em alguns pacientes com origem hipofisaria para SC, ndo sdo detectadas
neoplasias corticotréficas, podendo nestes casos haver desregulacdo da liberacdo de ACTH por
distintos mecanismos, como por exemplo, reducdo do ténus dopaminérgico secundario ao
envelhecimento (BRUYETTE, 1995).

A grande maioria dos casos de HPD responde por um microadenoma (neoformacdo menor
que 10 mm de didmetro), porém em alguns casos esta medida tem maiores proporg¢des, sendo
assim classificados os tumores como macroadenomas (maiores que 10 mm de diametro), os quais
frequentemente apresentam projecdes extra-selares na sela tdrcica. Quando restritos a sela tarcica
ha baixa incidéncia de sinais neurolégicos como alteracdo de comportamento, cegueira, anorexia,
depressédo do estado mental e convulsdes (GALAC, 2010; BEHREND, 2015)

Existem ainda outras formas menos comuns da doenga como sua forma iatrogénica (via
administracdo exdgena de glicocorticoides), hiperadrenocorticismo atipico (quando ha
manifestacdes clinico-laboratoriais e de imagem compativeis com a doenca, mas o paciente é
negativo nos testes endocrinos, porém apresenta elevacdes de precursores esteroidais apds estimulo
por ACTH), e menos frequentemente devido a producdo ectopica de ACTH, hiperadrenocorticismo
alimentar e aumento no ténus hipotaldmico via superproducdo do horménio liberador da
corticotrofina (CRH) (GALAC, 2010; HERRTAGE & RAMSEY, 2012; BEHREND & MELIAN,
2013; BEHREND, 2015).

2.2 Manifestac6es Clinico-Laboratoriais

Os principais sinais clinicos associados a SC sdo ganho de peso, polifagia, polilria,
polidipsia, dispneia e fraqueza muscular. Por ser um horménio de efeito multissistémico, podem
ser observadas ainda alteraces como distensdo abdominal, hepatomegalia, intolerancia ao
exercicio, alopecias, discromias, telangiectasia, comedos, atrofia cutdnea e predisposicdo a
piodermites de repeticdo. O HAC pode predispor ao aparecimento de complicacbes como
hipertensdo arterial sisttmica, tromboembolismos e diabetes mellitus (GALAC, 2010;
HERRTAGE & RAMSEY, 2012; BEHREND & MELIAN, 2013; BEHREND, 2015, MICIELI et
al, 2017).

Existe uma série de alteragdes na patologia clinica de pacientes com hipercortisolismo,
sendo as mais frequentes aumento na atividade das enzimas fosfatase alcalina (principal achado

bioguimico) e alanina aminotransferase, dislipidemia, hiperglicemia, eritrocitose, trombocitose e
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linfopenia. A urinalise demonstra com certa frequéncia indicios de infeccdo de trato urinario,
variagdes na densidade urinéria de hipo a hiperesteniria e marcante proteindria em alguns casos
(GALAC, 2010; GILOR & GRAVES, 2011; HERRTAGE & RAMSEY, 2012; BEHREND &
MELIAN, 2013; CAVALCANTE et al., 2013; BEHREND, 2015).

O diagnostico por imagem € uma ferramenta Util para ajudar a caracterizar a origem do
quadro via avaliacdo ultrassonografica das glandulas adrenais, podendo sugerir origem hipofisaria
quando houver hiperplasia bilateral ou ainda sugerir neoformacgdes adrenocorticais (tumores
adrenocorticais funcionais — TAF) de acordo com o aspecto das glandulas durante o exame. Podem
ser achados deste mesmo exame hepatomegalia e graus diversos de alteracdes das vias biliares,
sedimento urinario, calcificacBes distroficas e lesbes pancreaticas (HOFFMAN, 2003; MANTIS et
al., 2003; DE MARCO, 2010). Outros exames mais precisos para avaliar o encéfalo e detalhar
alteracBes abdominais como a tomografia computadorizada (TC) e a ressonancia magnética (RM)
possuem disponibilidade limitada e/ou custo elevado, além de requererem a realizacdo do estudo
sob anestesia geral, porém sdo bastante Uteis na caracterizacdo de neoplasias hipofisarias e
eventuais invasdes locais dos tumores adrenocorticais (GALAC, 2010; HERRTAGE & RAMSEY,
2012; BEHREND & MELIAN, 2013; BEHREND, 2015).

2.3 Testes Diagnosticos Hormonais

O diagnostico definitivo da-se através da soma de evidéncias clinicas, laboratoriais,
imagisticas e de testes hormonais. O teste de supressdo por baixa dose de dexametasona (TSBDD)
é considerado como o de primeira escolha para triagem frente a um caso suspeito, tendo ainda a
potencial vantagem de diferenciar a origem hipofisaria ou adrenal. Para sua realizacdo, sdo obtidas
trés amostras de soro ao longo de um mesmo dia para determinacdo de cortisol. A primeira
(cortisol basal) € seguida da aplicacdo endovenosa de dexametasona em uma dose entre 0,01-0,015
mg/kg pela via endovenosa. S&o determinados, entdo, os valores de cortisol 4 e 8h apds esta
aplicagdo, respectivamente e conforme o valor confirma-se o diagnostico (BEHREND &
MELIAN, 2013). Assumem-se como positivos, os pacientes com valores de cortisol 8h ap6s
dexametasona acima do ponto de corte do laboratério (normalmente > 1 pg/dL). A diferenciacéo
entre origem pituitaria ou adrenal da-se pela comparacdo dos valores de cortisol 4h pos-
dexametasona com o cortisol basal. Normalmente pacientes com tumores adrenocorticais

funcionais ndo suprimem o cortisol 4h e 8h p6s-dexametasona (variacdo < 50% do basal), ao passo
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que nos casos de HPD uma marcada supressdo do cortisol pode ser observada 4h apos injecéo de
dexametasona (> 50% de supressdao em relacéo ao basal) (BEHREND et al., 2012).

Caso seja obtido um resultado negativo, e suspeite-se de falso-negativo, hé a possibilidade
da realizacdo do Teste de Estimulo por ACTH (TeACTH), que € utilizado também para
diagnostico da doenca em sua forma atipica ou iatrogénica. Para a realizacdo deste exame como
forma de diagnostico é aplicada uma aliquota de 5ug/kg pela via endovenosa de ACTH sintético,
acompanhada da mensuragdo do cortisol sérico entre 60 a 90 minutos apos. Pacientes com HAC
apresentam respostas exageradas do cortisol apos estimulacdo (> 17 pg /dL, intervalo de referéncia
de 6 a 17 pg /dL). No entanto, um TeACTH positivo ndo discrimina origem pituitaria ou adrenal
para o problema. Na verdade, os tumores adrenais tendem a ser menos responsivos ao estimulo
pelo ACTH, reduzindo assim a sensibilidade do teste (BEHREND et al., 2012).

A mensuracdo do ACTH enddgeno (ACTHe) também pode ser utilizada como alternativa
diagnostica e diferenciacdo da origem pituitaria ou adrenal. Os pacientes com HPD tipicamente
apresentam valores elevados de ACTHe (> 40 pg/dL), ao passo que 0s pacientes com tumores
adrenocorticais funcionais apresentam valores suprimidos deste horménio (< 10 pg/dL). Porém
ambos (TeACTH e ACTHe) dependem do acesso e disponibilidade da medicacdo (ACTH
sintético) ou ensaio (eACTH); respectivamente, para serem efetuados de forma adequada (GILOR
& GRAVES, 2011; BEHREND et al., 2012; BEHREND & MELIAN, 2013).

Como na maior parte dos casos a origem do HAC ¢ a glandula hipofise, € de grande valia a
avaliacdo de imagem e funcionalidade dessa estrutura via TC, RM e ACTHe, podendo assim
aumentar a sensibilidade diagnostica e delimitar a extensdo da neoplasia. Outro teste enddcrino
ndo muito aplicado na rotina clinica é a avaliacdo da relagdo cortisol:creatinina urinaria (RC:CU),
sendo considerado um teste de elevada sensibilidade, porém baixa especificidade para o
diagndstico do HAC. Para sua adequada realizacdo, o tutor deve colher a urina do paciente em
casa, preferencialmente a primeira urina da manhd, para evitar interferéncia de estresse. Se a
relacdo estiver elevada, pode-se submeter 0 paciente a um teste de supressdo por dexametasona
oral em casa com novas coletas de urina ap6s 48 e 72 horas para verificar a supressdo da produgéo

de cortisol.



19

2.4 Terapéutica

O tratamento do HPD pode ser desafiador e, atualmente, a principal abordagem terapéutica
é 0 emprego de farmacos para reducdo da cortisolemia (BEHREND, 2015). A medica¢do mais
utilizada rotineiramente é o trilostano, um esteroide sintético inibidor competitivo da enzima 3p-
HSD (3-beta-hidroxiesteroide desidrogenase). O trilostano também atua sobre as enzimas 21-
hidroxilase e 11B-HSD (11-beta-hidroxiesteroide desidrogenase) controlando assim a
esteroidogénese adrenal especialmente sobre a sintese de cortisol (DRAZNER, 2006; RAMSEY,
2010; STOHLMAN, 2015).

O trilostano € de facil acesso em grande parte do territério nacional, porém ao agir em um
sitio (adrenais) a distancia da origem do distarbio (hipéfise) ndo parece ser eficaz em reduzir a
secrecdo de ACTH e, inclusive, tende a trazer o efeito oposto pela auséncia de feedback negativo
via reducdo dos niveis de cortisol, provocando assim um aumento compensatorio na secrecdo do
ACTH hipofisario) (SIEBER-RUCKSTUHL et al., 2006; TESHIMA et al., 2009; GALAC et al.,
2010, BURKHARDT et al, 2013). Além disso, observam-se ao longo do tratamento persisténcia e
progressao da hiperplasia bilateral via ferramentas de imagem ultrassonografica e/ou tomogréfico,
0 que pode trazer complicacOes indesejadas como necrose aguda adrenal e/ou diferenciacdo em
TAF (MANTIS et al., 2003; BURKHARDT et al., 2011; RUCKSTUHL et al., 2012;).

Tradicionalmente o trilostano é administrado duas vezes ao dia na dose de 0,5 a 1 mg/kg,
sempre ap6s uma refeicdo para favorecer a absorcdo do medicamento. No entanto, ao longo do
tempo as elevagdes da secrecdo enddgena de ACTH promovidas pelo farmaco, e a consequente
adrenomegalia, provoca necessidade de ajustes continuos na dose do medicamento, chegando a
necessidade de doses de até 5 mg/kg a cada 12 horas em alguns casos. O monitoramento dos
pacientes se da através da realizacdo de TeACTH periddicos, onde procura-se associar o horario de
realizacdo do teste no pico de acdo do trilostano (ao redor de 2h ap6s administracdo). Neste
intervalo, faixas de cortisol p6s-ACTH entre 2 e 6 pg/dL sdo associados a um excelente controle
(BEHREND, 2015).

Existe ainda a possiblidade do uso do mitotano (quimioterapico adrenocorticolitico) para
tal, porém os efeitos colaterais decorrentes do tratamento e relacionados a eventual inducdo de
hipocortisolismo (vomitos, diarreia, falta de apetite, prostracdo intensa e Obito em casos mais

graves) fazem necessaria uma avaliagdo prévia do tutor e paciente para sua efetiva prescricao
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(BEHREND & MELIAN, 2013; BEHREND, 2015). Em seres humanos com HPD a intervencao
de escolha é cirargica (hipofisectomia) (JAVORSKY et al., 2013), porém a realidade de recursos,
curva de aprendizado e acesso cirargico em Medicina Veterinaria tornam esse procedimento
inacessivel na grande maioria dos centros, sé sendo aplicada rotineiramente em poucos centros de
referéncia no mundo. No entanto, nos casos de TAFs, a adrenalectomia vem sendo realizada
rotineiramente e com sucesso, promovendo a cura do HAC. Contudo, antes da cirurgia uma
adequada estabilizacdo do paciente com uso do trilostano é recomendada para minimizar os riscos
da cirurgia (BEHREND, 2015; MUSCHNER et al., 2017).

A selegilina (L-Deprenyl, Anipryl®) é um inibidor da monoaminooxidase cerebral (MAO-
B), uma enzima responsavel pela degradacio de aminas vasoativas como a dopamina. E
empregada em seres humanos com sindrome de Parkinson (onde ndo ha producdo adequada de
dopamina) e no tratamento da sindrome de disfuncdo cognitiva canina (SDCC), podendo trazer
beneficios terapéuticos em animais com HPD ao elevar o tdnus dopaminérgico e,
consequentemente, reduzir a produgdo do ACTH na pars intermedia. A taxa de efeitos colaterais
relacionados ao tratamento é baixa, tornando-a uma medicagdo relativamente segura. Em cées
ainda sdo necessarios estudos maiores para avaliar sua real eficacia no tratamento da SC como
monoterapia ou associado ao trilostano (MILGRAM et al., 1995; BRUYETTE et al., 1997;
RUEHL et al., 1997; REUSCH et al., 1999; RUEHL et al., 1998; PETERSON, 1999; MILLS &
LEDGER, 2001; BRADDOCK, 2003; BRADDOCK et al., 2004; STOHLMAN, 2015).

A terapia medicamentosa voltada a hipofise € uma preocupacdo comum em humanos com
HPD (ALEXANDRAKI & GROSSMAN, 2008; FLESERIU & PETERSENN, 2013; FLESERIU,
2015; LAU et al., 2015), apresentando resultados variaveis em eficacia e sendo objeto de pesquisas
clinicas e experimentais visando melhor tratamento dos pacientes refratarios a hipofisectomia ou
radiacdo, ou ainda inelegiveis para ambos procedimentos. O mesmo também é alvo de
preocupacdo em cdes com HPD (CASTILLO et al, 2010).

Alguns estudos com semelhante objetivo foram realizados em cées com HPD com relativo
sucesso, como o de Castillo et al (2006) que demonstrou em um grupo de 22 cdes a eficacia do
acido retinoico (ligante do receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama ou PPAR-Y) em
promover reducdo das dimensdes do corticotrofinoma, cortisolemia e ACTHe; além de bom
controle clinico e ndo associado a hepatotoxicidade ou maiores efeitos colaterais. No entanto, seu

uso em escala clinica ainda ndo pode ser recomendado levando-se em consideragdo 0s custos com
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o tratamento e dificuldades na obtencdo da substancia — principalmente quando comparados ao
trilostano — mantém por ora seu uso apenas em carater experimental.

As mesmas ressalvas séo feitas sobre a avaliagdo do uso da cabergolina agindo nos
receptores dopaminérgicos D2, o que melhora diversos aspectos imagisticos e laboratoriais como
por exemplo a diminui¢cdo do corticotrofinoma, do ACTHe, do cortisol urinario; e um aumento
significativo na expectativa de vida em cdes com HPD, porém com eficécia de 42,5% (em um total
de 40 animais) (CASTILLO et al, 2008). O mesmo estudo apontou auséncia de maiores efeitos
adversos além de um episddio isolado de émese na primeira administracdo em 90% dos pacientes.
No entanto, seria interessante a avaliacdo deste protocolo desenvolvido por pesquisadores
argentinos em comparacdo ao trilostano (que ndo é comercializado na Argentina), pois o farmaco
empregado no grupo controle (cetoconazol) ndo é atualmente o tratamento preconizado para o
manejo clinico do HPD em cdes (BEHREND, 2015).

O mesmo grupo de pesquisa encontrou resultados promissores com o uso do anadlogo da
somatostatina pasireotide (CASTILLO et al, 2011) em 20 cdes com HPD tratados sob dois
diferentes protocolos terapéuticos (continuo vs intermitente), demonstrando melhora clinica e
reducdo das dimensbes tumorais, valores de ACTHe e cortisol urinario em todos os animais.
Apesar de trés pacientes terem desenvolvido diabetes mellitus em quatro meses de tratamento, é
impossivel estabelecer uma associacdo causal entre o uso do farmaco e este desfecho levando em
conta o fato de simplesmente 0 HAC per se ser um fator predisponente a esta condi¢do (MICELI et
al, 2017). Os custos de seu uso na rotina clinica também devem ser levados em consideracao.

Teshima et al (2015) demonstraram o efeito supressivo sobre a expressao da 11 beta-
hidroxi-esteroide desidrogenase (11R3-HSD) do carbexolone (CBX) em 13 cdes saudaveis,
reduzindo de maneira efetiva seus niveis de ACTHe, cortisol e cortisona sem nenhum efeito
adverso associado. Em seguida, foi utilizado em 6 cdes com HPD (TESHIMA et al, 2016) durante
um periodo de seis semanas e promoveu reducéo significativa dos niveis de ACTHe, cortisol pos-
CRH e cortisona pos-CRH, porém com melhora parcial de alguns parametros bioquimicos e sem
nenhum controle de polidria/polidipsia (Pu/Pd) em todos os animais. Ap6s duas semanas de
descontinuidade do tratamento, os mesmos foram submetidos ao tratamento com trilostano e
apresentaram resolucdo plena de Pu/Pd em 100% dos casos. No entanto, seus niveis de ACTHe
apresentaram valores superiores aos niveis basais e ao tratamento com CBX (TESHIMA et al,
2016).
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3 PROBLEMAS DA PESQUISA

H& beneficio terapéutico do emprego da associacdo entre selegilina e trilostano no
tratamento clinico do HPD em cées em relagdo a cées tratados com trilostano como monoterapia?

Existe possibilidade de utilizacdo de dose mais baixa de trilostano, bem como menor
necessidade de reajuste de dose em cdes com HPD submetidos ao tratamento com a associacao de
selegilina e trilostano em relacédo a cdes tratados com trilostano como monoterapia?

Esperam-se niveis menores de ACTHe em cdes com HPD tratados com selegilina associada
a trilostano em relacdo a cées tratados com trilostano como monoterapia?

E possivel uma diminuicdo da adrenomegalia decorrente do tratamento com selegilina e
trilostano quando comparado a monoterapia com trilostano em cdes com HPD?

Ha beneficio cognitivo nos cdes com HPD tratados com a associa¢do seleginina e trilostano

em relacdo aos tratados somente com trilostano?
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4 HIPOTESES

Pacientes com HPD tratados com uma associacdo entre selegilina e trilostano apresentam
melhor resposta terapéutica em comparacdo a pacientes tratados em monoterapia com trilostano.
Esta melhor resposta € caracterizada por um adequado controle terapéutico com doses menores de
trilostano, secundéria a uma menor secrecdo de ACTH enddgeno e consequente menor
adrenomegalia durante a terapia ao longo do tempo. Além disto, os pacientes tratados com
associacdo selegilina e trilostano apresentam melhorias cognitivas em relacdo aos pacientes

tratados somente com trilostano.
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5 OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo geral avaliar o impacto do uso conjunto de selegilina e

trilostano no tratamento de cdes com HPD em relacdo ao tratamento convencional com trilostano,

além de comparar a avaliagdo cognitiva ao inicio e final do periodo de tratamento proposto.

5.1 Objetivos Especificos

a)

b)

d)

f)

Comparar a resposta clinica de caes com HPD tratados com selegilina + trilostano em
comparacao a caes tratados com trilostano somente;

Comparar a dose média de trilostano necessaria para alcancar um adequado controle
de cortisol p6s-ACTH durante o tratamento frente aos dois tratamentos;

Comparar o cortisol ap6s estimulacdo por ACTH ao longo do tratamento em cées
tratados com selegilina + trilostano em comparacdo a cdes tratados com trilostano
somente;

Comparar a evolucao na concentracdo de ACTH enddgeno dos pacientes no momento
do diagndstico e durante o tratamento com selegilina + trilostano ou somente com
trilostano;

Comparar a evolugdo das dimensbes e morfologia das adrenais dos pacientes ao
exame ultrassonografico durante o tratamento com selegilina + trilostano ou somente
com trilostano;

Comparar a resposta cognitiva dos pacientes durante o tratamento com selegilina +

trilostano ou somente com trilostano.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Delineamento experimental

Ensaio clinico randomizado com design paralelo, pragmatico, ou seja, desenhado para
descrever as consequéncias do uso da terapia sob circunstancias da pratica clinica “real”. Este
desenho possibilitou a inclusdo de participantes com caracteristicas heterogéneas, com critérios
mais simples e menos rigidos, semelhantes aos vistos pelos clinicos na sua prética diaria. Os
controles receberam drogas ativas, e ndo placebos, com regimes de prescricdo mais flexiveis
(DOOHOO et al, 2009; MEDRONHO et al., 2009). A alocacdo dos individuos nos grupos foi
sistemaética e aleatdria de acordo com a ordem de entrada no estudo, sendo os casos impares
alocados no grupo controle (terapia com trilostano) e os casos pares alocados no grupo intervengéo
(trilostano + selegilina). Esta definicdo de impares no grupo controle e pares no grupo

experimental foi realizada por sorteio.

6.2 Local de Realizacdo

Servico de Endocrinologia e Metabologia do Hospital de Clinicas Veterinarias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

6.3 Animais

Tutores de 15 cdes com diagnostico recente de HPD foram convidados a participar do
estudo por meio de concordancia via preenchimento de termo de consentimento informado (Anexo
1). Os tutores concordantes com a participagdo foram convidados, também, ao preenchimento de
um questionario de avaliagdo cognitiva a respeito de alguns padrdes de comportamento de seu
animal nos dias zero e 180 de inclusdo no estudo (Anexo 2). Uma vez selecionados para
participacdo, os pacientes foram divididos em dois grupos de forma aleatéria alternada, segundo
critério de ordem de inclusdo no estudo, e foram respectivamente tratados com a associagdo
selegilina + trilostano (Grupo Sel+Tri), ou somente com trilostano (Grupo Tri).

Foram adotados como critérios de exclusdo, animais que ja estivessem recebendo

tratamento prévio, portadores de doenca renal ou hepética grave, ou apresentando hipo/anorexia no
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inicio do estudo. Da mesma forma, ndo foram admitidos pacientes que estivessem sendo
medicados, ou recebendo eventualmente, medicac¢des de associa¢do contraindicada com selegilina
(amitraz, antidepressivos triciclicos e/ou opidides), o que impediria sua alocacdo no grupo Sel+Tri
caso fossem destinados a tal grupo pela sua ordem de entrada no estudo. O diagnéstico de SC foi
pautado no preenchimento de critérios compativeis na apresentacdo, anamnese e sinais clinicos
aliados as alteracBes em exames complementares (hematologia, bioquimica sanguinea, urinalise),
ultrassonografia com imagem das adrenais (hiperplasia bilateral) e determinag6es hormonais que

confirmem o quadro patoldgico (positividade ao TSBDD e/ou TeACTH).

6.4 Procedimentos Experimentais

Os pacientes do Grupo Sel+Tri foram tratados inicialmente com uma dose de 1mg/kg de
selegilina, VO, SID + 0,5mg/kg de trilostano, VO, BID, ao passo que os pacientes do Grupo Tri
foram tratados inicialmente com 0,5 mg/kg de trilostano, VO, BID. Os pacientes foram avaliados
clinicamente e laboratorialmente ao diagndstico inicial, e ap6s 30, 90 e 180 dias do inicio do
tratamento. Em cada uma destas avaliacdes foi realizada consulta clinica composta de anamnese
geral e especifica, exame fisico geral, ultrassonografia abdominal e exames laboratoriais. As
coletas de sangue foram realizadas com sistema a vacuo, de maneira asséptica, de 2 mL sangue da
veia jugular em tubo com EDTA para hemograma, e adicionais 5 mL tubos sem anticoagulante,
para determinacdo de parametros bioquimicos e hormonais (albumina, ALT, calcio, colesterol,
creatinina, FA, fosforo, glicose, ureia, triglicerideos, sddio e potassio) em jejum alimentar de 12h.
Amostra de urina em todas as avaliacfes para realizacdo de urinalise (fisico-quimico e anélise do
sedimento) e determinacdo da relacdo proteina:creatinina urinaria foram obtidas por miccao
espontanea ou cistocentese. A resposta aos tratamentos propostos também foi monitorada pela
mensuracao de cortisol p6s-ACTH dos pacientes nos tempos 0, 30, 90 e 180 dias de tratamento, e
mensuragdo do ACTHe nos referidos tempos.
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6.5 Testes de Estimulacao por ACTH e Mensuracéao de Cortisol

Os TeACTH foram realizados de acordo com Aldridge et al (2016), partindo da aplicacao
de 1 pg/kg de tetracosactide (Synacthen® 0,25 mg/mL) por via intravenosa 2h apds o paciente ter
sido medicado com trilostano com alimento pelo seu tutor em casa. A injecdo do ACTH sintético
foi realizada com o auxilio de uma seringa de 1ml, lentamente e de maneira asséptica, na veia
cefélica cranial ou safena. Ap6s uma hora dessa aplicagdo, uma amostra de sangue de 2 mL foi
obtida para mensuracdo de cortisol pds-ACTH. As coletas foram realizadas com assepsia seguida
de venopuncdo jugular com sistema de colheita a vacuo. A determinagéo do cortisol pos-ACTH foi
realizada em laboratério terceirizado (BET Labs/RJ), pelo método padrdo-ouro internacional

(radioimunoensaio) em aliquota de 1 mL de soro.

6.6 Mensuracdo de ACTH Endogeno (ACTHe)

A dosagem de ACTHe foi realizada através da obtencdo de uma amostra adicional de 2 ml
de sangue obtido de maneira asséptica através de venopuncdo jugular, em tubos com
anticoagulante EDTA previamente refrigerados em gelo em escamas e precedendo a aplicacdo do
Synacthen, conforme previamente descrito (BEHREND et al, 2012). Imediatamente ap6s o
término, a amostra foi centrifugada (3000 rotacGes por minuto durante trés minutos). O plasma
resultante foi armazenado em aliquotas de 500 microlitros e mantidas congeladas a -80°C até
posterior envio acondicionado em gelo seco para analise em laboratorio credenciado, pelo método

de eletroquimioluminescéncia (PROVET/SP).

6.7 Avaliacéo dos sinais clinicos

O grau de severidade dos principais sinais clinicos associados ao HPD foi avaliado através
de atribui¢cdo numeérica atribuida em cada atendimento, onde: O = ausente, 1 = manifestagdo leve, 2

= manifestagdo moderada e 3 = manifestagdo intensa.

6.8 Avaliacdo da Funcédo Cognitiva
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A funcéo cognitiva e comportamental dos pacientes foi avaliada através da aplicacao de um

questionario (Anexo 2), e que foi respondido pelos tutores nos dias 0 (zero) e 180.

6.9 Calculo Amostral e Analise estatistica

Baseado no desfecho esperado no qual pacientes em tratamento com trilostano tém
elevacdo na producdo de ACTH enddgeno em mais de 95% dos casos, e na expectativa de
documentacdo de que o uso conjunto de trilostano e selegilina atenuara esta elevacéo, foi estimado
um n amostral entre 6 a 11 pacientes em cada grupo (contando com eventuais perdas ao longo do
estudo de até 10% por grupo) utilizando a calculadora Epi Info com um poder de 80%,

significancia de 95% e raz&o exposto:ndo exposto de 1:1.

As analises de ACTH enddgeno, cortisol p6s-ACTH, espessura das glandulas adrenais ao
exame ultrassonografico e dosagem de trilostano foram comparadas entre grupos utilizando o teste
de t pareado ou o teste de Wilcoxon U dentro e entre (entre 0 e 180 dias) grupos de tratamento, de
acordo com a distribuicdo das variaveis como paramétricas ou ndo. Seguindo este critério, 0s
resultados foram expressos como média + DP ou mediana e intervalos, com um nivel de
significancia de 5% (p < 0,05). As curvas de sobrevivéncia foram construidas e avaliadas por meio

do teste log-rank 2.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo serdo apresentados na forma de artigo cientifico, que sera

submetido ao periodico Journal of Veterinary Internal Medicine.
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Abstract:

Background: Canine pituitary-dependent hyperadrenocorticism (PDH) is a common
endocrine disorder. Clinical management usually demands lifelong trilostane therapy,
which may cause endogenous ACTH (eACTH) elevation, adrenomegaly, and recurrent
dose adjustments. Selegiline therapy have been prior indicated for canine PDH treatment at
pituitary level, but not encouraged. However, there are no studies associating trilostane and
selegiline for PDH treatment in dogs.

Hypothesis/Objectives: To evaluate clinical, pathological, imaging, and hormonal results
in dogs with PDH treated with trilostane (Tri) or with trilostane and selegiline (Tri+Sel).
Animals: Fifteen client-owned dogs diagnosed with spontaneous PDH were evaluated: 8
were treated with trilostane (Tri) and 7 were treated with trilostane and selegiline (Tri+Sel).
Methods: Randomized clinical trial; Dogs underwent clinical examination, serum

biochemical analysis, urine analysis, abdominal ultrasound, endogenous ACTH, and post-
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ACTH cortisol concentrations on days zero (D0), 30 (D30), 90 (D90) and 180 (D180) of
treatment.

Results: There was no significant difference at 95% confidence level on endogenous
ACTH variation between group Tri (median DO = 20.85 pg/dL; median D180 = 79.0 pg/dL;
p = 0.07) and group Tri+Sel (median DO = 103 pg/dL; median D180 = 98.25; p = 0.57).
Both groups showed significant lower post-ACTH cortisol levels at the end of study (Tri
median DO = 15 pg/dL; D180 = 5.2 pg/dL; p = 0,002 versus Tri+Sel median DO = 17.23
pg/dL; D180 = 2.26 pg/dL; p = 0.006). Also, both groups needed trilostane dosage
adjustments (p = 0,01). However, no statistical difference was observed between the groups
at the end of the study regarding eACTH or post-ACTH cortisol. Nonetheless, there was
minor variation on left adrenal glands thickness of group Tri+Sel (left adrenal median DO =
0.65 cm; median D180 = 0.71; p = 0.7) when compared with group Tri (left adrenal median
D0 = 0.77 cm; median D180 = 0.97 cm; p = 0.09). The same was observed for right adrenal
glands thickness (Tri+Sel median DO = 0.65 cm; median D180 = 0.58 cm; p = 0.2 versus
Tri median DO = 0.58 cm; median D180 = 0.77 cm; p = 0.04). Moreover, patients in group
Tri+Sel seemed to have achieved better metabolic control throughout fructosamine and
total cholesterol evaluation. Notwithstanding, no differences on clinical control or cognitive
function status was perceived between groups.

Conclusions and clinical importance: Selegiline association with trilostane seems a safe
and promising complementary therapy for canine HPD. However, further studies are need
with larger patient number to clarify the real effect of this association, as well as longer

follow up.

Keywords: hypercortisolism; ACTH; MAO inhibitor; pituitary-targeted.
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Introduction

Hyperadrenocorticism (HAC), is a common endocrine disease in dogs. Advances on
clinical suspicion and on diagnosing techniques had elevated its occurrence in veterinary
practice. Studies focused on the most appropriated treatment protocol for such condition are
demanded™®. The most common etiology of its development is the presence of a
corticotropic adenoma (pituitary-dependent HAC — PDH)? and presently, patients who
can’t undergo surgery (hypophysectomy) have been treated with trilostane with relative
success'®.

This drug, which has been demonstrated as a safe and available option, has shown some

undesirable effects in long-term therapy such as elevations on eACTH concentrations***2*3

1415 and frequent dose adjustment requirements™. A great part of these

adrenal hyperplasia,
can be explained by the aim of treatment (adrenal gland), which is not the original site of
axis imbalance (pituitary adenoma).

Pituitary-targeted clinical management has been a challenge in veterinary and human
medicine and inspired several researches on PDH in the last decades®*'®%. Nonetheless,
no drug has been proven to be effective and financially feasible for routine use. Clinical
trials evaluating drugs acting at pituitary level such as bromocriptine®®, retinoic acid?,

1720 cabergoline®, pasireotide* and carbenoxolone? had been performed in dogs

selegiline
with PDH, but poor clinical results, or limitations on treatment cost, and availability did not
encourage further work.

Until the present moment, only one recent study involving two drugs with different sites of
action has been performed to evaluate outcome in dogs with PDH due to a

macroadenoma®’. Besides tumour size reduction in up to 60% of the patients receiving

pasireotide, neither clinicopathological nor hormonal testing showed differences at the end
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of the study. Selegiline (L-Deprenyl) is a selective mono-amino-oxidase-B (MAO-B)

inhibitor which increases neural dopamine levels?*%®

and, consequently, has the potential of
lowering ACTH levels at dog’s pars intermedia'”?. It would be reasonable to presume a
synergic effect of its association with trilostane as a treatment option.

The aim of the present study was to evaluate clinical, hematology, serum biochemistry,
urine analysis, imaging, and hormonal features of dogs with PDH treated with a
combination of selegiline and trilostane in comparison with trilostane monotherapy. The
hypothesis tested were: lower eACTH and post-ACTH cortisol levels in the intervention

group, as well as mitigate adrenal gland thickness enlargement and increasing in trilostane

dosage requirements.

Materials and Methods

A randomized clinical trial was performed with 15 client-owned dogs diagnosed with
spontaneous PDH diagnosed based on the presence of clinical signs, complete blood count
(CBC), serum biochemistry, urine analysis, and ultrasonographic features compatible with
HAC, associated with a low-dose dexamethasone suppression test (LDDST) as endocrine
consent®. Animals were followed along 180 days from the beginning of therapy.

Patients were randomly allocated in two distinct regimens of treatment. Dogs with severe
cardiac disease, chronic kidney disease (IRIS Staging 2 or greater), hepatic failure or
hyporexia prior to study beginning were not included. Other exclusion criteria were:
animals that had previously received any treatment for CS and those who were on treatment
with drugs with no recommended association with selegiline (opioids, amitraz or tricyclic

antidepressants).
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This study was approved by the Universidade Federal do Rio Grande do Sul’s Ethics
Committee for Animal Experimentation under the registration number 31681. Also, a

written consent was obtained from animal’s tutors before inclusion in the study.

Experimental procedures

Patients included in group Tri were treated with trilostane? at an initial dosage of 0.5 mg/kg
PO twice daily with food, whereas group Tri+Sel received initially trilostane 0.5 mg/kg PO
twice daily with food, and selegiline® 1mg/kg PO once daily with food. At four different
moments of treatment (basal — DO; 30 days — D30; 90 days — D90 and 180 days — D180)
clinical evaluation with interview, endogenous eACTH measurement, ACTH stimulation
test (ACTHst) to determine post-ACTH cortisol (performed 2 hours after trilostane
administration), CBC, serum biochemistry, urine analysis, and abdominal ultrasound were
performed. At each evaluation, an extensive clinical evaluation for clinical signs of HAC
were performed. To further interpretation, these findings were graded in four levels: 0 =
absent, 1 = mild manifestation, 2 = moderate manifestation, and 3 = severe manifestation.
Endogenous ACTH was determined as previously described® with samples collected in pre-
cooled EDTA tubes, which were immediately centrifuged. The resultant plasma was stored
at -80°C until sent frozen in dry ice to analysis by eletrochemiluminescence®. Post-ACTH
cortisol samples were collected 60 minutes after tetracosactide® (1 pg/kg) intravenous
administration and determined by radioimmunoassay®. All ACTHst were performed 2 hours
after trilostane pilling. The CBC, serum biochemistry and urine analysis were performed in
automatized equipment. Abdominal ultrasound evaluations were all made by the same

operator in Esaote equipment with a 12 MHz linear probe.
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Statistical Analyses

The analyses for clinical data, CBC, serum biochemistry, urine analysis, endogenous
ACTH, post-ACTH cortisol, adrenal glands thickness and trilostane dosage were compared
using paired t test or Wilcoxon U test between and within (among O and 180 days)
treatment groups, according to whether the distribution of the variables was parametric or
not. Following this criterion, results were expressed as average + SD or median and ranges,
with a level of significance of 5% (p < 0.05). Survival curves were constructed and
evaluated by means of the log-rank ¥ test. To perform statistical tests, it was used program

R v.1.0.136.

Animals

Median age was 9.75 years old (range 8-15) and breed distribution were as follows:
Yorkshire terrier (5/15), Mongrel dog (4/15), Dachshund (2/15), Australian Cattle Dog
(1/15), Bichon Frisé (1/15), English Cocker Spaniel (1/15) and Maltese (1/15). Tri group
(n=8) was composed by one male and seven females, while Tri+Sel group (n=7) was
composed by one male and six females. The median age on Tri group was 9.5y (range 8-

14) whereas in Tri+Sel group it was 10y (range 8-15). All animals were gonadectomized.

Results

Clinical evaluation and survival
Only 1/8 animals from group Tri and 2/7 animals from group Tri+Sel presented isolated
episodes of vomiting and hyporexia during the time of study. A brief withdrawal of

treatment was enough to normalize clinical condition and restoration of appetite. One
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patient on Tri+Sel group developed ketoacidotic diabetes mellitus between D90 and D180
and was discharged from study, as well as two patients deceased by means not related to
treatment (a car trample, and other by a hepatic tumor hemorrhage) between D30 and D90.
One patient on Tri group was euthanized by decision of the owners due to extreme lethargy
and muscle weakness between D90 and D180. There were no evident differences on the
major clinical signs at presentation, and at the end of the study between groups. By the
same way, no significative cognitive improvement was observed in any group, besides in
some patients of both groups an evident cognitive improvement was documented by
owners. However, both protocols showed good clinical response time long within each

group. Survival distribution is shown in Figure 1 and clinical findings are shown in Table 1.

Complete blood count, serum biochemistry and urine analysis

No relevant difference was observed in CBC within groups before and after treatment, as
well as between groups at the end of study (Table 1). Serum biochemistry and relevant
urine analysis aspects are shown in Table 2. There was a significantly reduction in serum
total cholesterol in group Tri+Sel (p = 0.04). Also, group Tri showed a significant elevation
in serum fructosamine levels during the period studied (p < 0.01), while the group Tri+Sel
did not (p = 0.8). A statistically reduction in total plasmatic protein (p = 0.04) was observed

in group Tri+Sel at T180.

Adrenal glands thickness
There was minor variation on left adrenal glands thickness of group Tri+Sel (median DO =
0.65 c¢cm; median D180 = 0.71; p = 0.7), as well as observed on right adrenal glands

(median DO = 0.65 cm; median D180 = 0.58 cm; p = 0.2). In contrast, adrenal glands
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thickness varied more obviously in group Tri: left adrenal median DO = 0.77 cm; median
D180 = 0.97 cm (p = 0.09), right adrenal median DO = 0.58 cm; median D180 = 0.77 cm (p
= 0.04). Figure 2 shows boxplots for adrenal gland thickness before and after treatment in

both groups.

Hormone concentrations and endocrine testing

Individual eACTH concentrations along the study are presented in Figure 3. Median
eACTH and their respective quarts for both groups are shown in Figure 4A and 4B. There
was no significant difference at 95% confidence level on eACTH variation between group
Tri+Sel (median DO = 103 pg/dL; median D180 = 98.25; p = 0.57) and group Tri (median
DO = 20.85 pg/dL; median D180 = 79.0 pg/dL; p = 0.07). Also, there was no statistical
difference between eACTH at DO or at D180 between groups.

Both groups showed significant lower post-ACTH cortisol levels at the end of study when
compared with their basal levels: Tri+Sel median DO = 17.23 pg/dL; D180 = 2.26 pg/dL; p
= 0.006 versus Tri median DO = 15.02 pg/dL; D180 = 5.2 pg/dL; p = 0,002). Figure 5A and
5B shows median post-ACTH cortisol concentration and their respective quarts. Also, there

was no statistical difference between post-ACTH cortisol at DO or at D180 between groups.

Trilostane dosage readjustments

Both groups needed trilostane dose readjustments and finish the study period using greater
relative dosages (mg/kg) then at the beginning (p = 0.01). Despite the final trilostane
relative dose was about twofold the initial dose in group Tri+Sel (median DO = 0.55 mg/kg;

median D180 = 0.98 mg/kg), and threefold the in group Tri (median DO = 0.57 mg/kg;
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median D180 = 1.66 mg/dL), there was no statistical difference in final doses between

groups (p = 0.07).

Discussion

Although no significant difference was observed in major routine exams over time, serum
cholesterol levels showed significant reduction in Tri+Sel while patients in Tri group did
not. This can be a positive result when evaluating it as a risk factor for pancreatitis, insulin
resistance, atherosclerosis, and several biliary disorders?’ associated with this condition in
dogs with HAC. Other significant difference observed was a reduction in total plasmatic
protein in group Tri+Sel at D180, which does not seem to be a direct effect of the treatment
itself and can be due to the heterogeneity of the disease in each animal. The same could
explain the absence of relevant differences among other variables studied. However, the
fact that serum fructosamine levels were greater in group Tri at end of the study would

18, and greater diabetes mellitus risk?, in animals treated

indicate a poorer glycemic contro
with trilostane. By this point of view, the association of selegiline with trilostane would
promote a better metabolic control in PDH dogs. However, one patient that died in the
study in group Tri+Sel was due to sudden diabetes mellitus and subsequent diabetic
ketoacidosis development, which is not uncommon in patients with PDH?*%,

The absence of adrenal thickness enlargement observed in both adrenal glands in group
Tri+Sel agrees with the hypothesis of eACTH mitigation by selegiline. Moreover, it

became clear, as previously described™**

, adrenal gland enlargement in the group treated
with trilostane as monotherapy in a brief period (six months). By this way, a benefit of
selegiline and trilostane association would be postulated in dog’s PDH treatment and may

avoid this sometimes-worrisome adrenal response to trilostane therapy. Seems reasonable
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that an enlarged pituitary dopaminergic tonus would help to reduce ACTH production, in
normal and in ACTH-secreting pituitary adenomas, due to the dopamine receptor subtype 2
(D,) expression in anterior and intermediate pituitary lobes®*3!,

Part of adverse effects associated to trilostane treatment for PDH is due to expected
elevations on eACTH concentrations over time'**3*?, Despite the achievement of good
clinical and serum biochemistry control, dose adjustments were necessary™. No significant
difference was observed on eACTH levels on Tri+Sel group when compared with Tri. Post-
ACTH cortisol levels showed good control at the end of study on both groups. Moreover,
trilostane and selegiline association did not avoid the need for trilostane dose increases
during the period studied, neither promoted a statistically significant lower final trilostane
dose when compared with trilostane as monotherapy in this small population evaluated.
However, the p values near significance levels would be further tested by increasing sample
size. The initial number of dogs calculated to enter the study was six in each group.
Notwithstanding, due to initial follow up losses, a few more patients were recruited in each
group. Even though, the number of patients that reached the end of the study was smaller in
group Tri+Sel than desired. This fact may have impaired a better demonstration of
trilostane and selegiline association for canine PDH medical treatment.

Interestingly, despite diagnosis of PDH was based on clinical, hematological, serum
biochemistry, and imaging features added to a positive result on LDDST) test®, an ACTHst
was performed on DO before treatment in all patients. The ACTHSst sensibility for diagnosis
in this population was only 66.6%. This fact emphasizes LDDST as first-line screening test
for HAC as suggested by previous consensus”.

Recent research has shown an association between chronic glucocorticoids exposure as in

HAC, and the development of cognitive impairment in humans®***. Selegiline can be used
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to treat canine cognitive dysfunction in elder dogs®®

, although no benefits on this aspect
were observed on Tri+Sel group when compared to Tri. However, this was not the main
scope of this work. Selegiline dosages were not modified during the study to avoid
intervention on results, but sometimes it can be needed to achieve better cognitive control
of dogs undergoing treatment.

Unfortunately, we could not perform neuroimaging studies such as computed tomography
or magnetic resonance due to logistic and financial issues. As important tools when
assessing pituitary aspect and corticotropinomas monitoring, these could be useful in
making a correlation with eACTH levels (specially the greatest values) and would have
explained the absence of an obvious eACTH difference during treatment in both groups.
Dopaminergic therapies previously related showed reduction in pituitary tumoral size and
ACTH secretion in*, while trilostane therapy is typically associated with increased ACTH
production™**3,

Due to the heterogeneous features of HAC among dogs and its levels of manifestation in
each patient, although diluted by the study design, aspects such severity, and time of illness
could have been key factors on patients” outcome. This can also be said about individual
response to treatment, which may have influenced the results on both groups.

When hypophysectomy is not possible, pituitary-targeted medical treatment seems to be a
rational choice®™®®. Corticotroph adenomas are the original cause of cortisol levels
imbalance, and complementary site of action drug protocols may mitigate the continuous
eACTH concentration rising and, consequently, adrenomegaly. This can avoid major
trilostane dosing requirements and associated side effects, despite this did not became clear

in this study. However, a recent study has shown that pituitary somatostatin receptor

targeted-therapies may also be promising, and safe as combined therapy®.
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Selegiline associated with trilostane seemed to arrest adrenomegaly, and to promote a better
metabolic control than trilostane monotherapy. Also, this association showed to be a secure
association so far. Further studies evaluating greater number of patients for longer periods,
added to neuroimaging features may be helpful in better evaluating the effects of this
protocol. As well, other drug associations could be evaluated on this same way. In this
study, it was not possible to attend these suggestions due to costs, labor, and time-

limitations.
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Footnotes:

a: Vetoryl — Dechra Veterinary Products
b: Jumexil - Farmalab

c¢: Immulite 1000 - Siemens

d: Synacthen — Novartis Pharma

e: ImmuChem — MP Biomedicals

List of Abbreviations:

PDH: pituitary-dependent Hyperadrenocorticism
eACTH: endogenous adrenocorticotropic hormone
Tri: trilostane

Sel+Tri: selegiline and trilostane

LAdr: Left adrenal gland

RAdr: Right adrenal gland

LDDST: Low-dose dexamethasone suppression test
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ACTHSst: ACTH stimulation test

D,: dopamine receptor subtype 2
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407 FIGURES AND LEGENDS
408  Figure 1 - Survival distribution of the patients in the study.
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Figure 2. Ultrasonographic evaluation of left and right adrenal gland’s thickness. A) Left
adrenal thickness before and after treatment in group Trilostane (p = 0,09). B) Left adrenal
thickness before and after treatment in group Trilostane + Selegiline (p = 0,7). C) Right

adrenal thickness before and after treatment in group Trilostane (p = 0,04). D) Right

adrenal thickness before and after treatment in group Trilostane + Selegiline (p = 0,2).
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429
430  Figure 3. Individual endogenous ACTH evolution along the study in each group.
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Figure 4. Median eACTH and their respective quarts before and after treatment. A) Median

eACTH and respective quarts in group Trilostane (p = 0.07). B) Median eACTH and

respective quarts in group Trilostane + Selegiline (p = 0.57).
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440
441  Figure 5. Median post-ACTH cortisol concentration at beginning and at the end of study

442  period in group Trilostane (A), and in group Trilostane + Selegiline (B).
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Figure 6. Median relative trilostane dosage (mg/kg) at beginning and at the end of study

period in group Trilostane (A), and in group Trilostane + Selegiline (B).
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Table 1: Clinical findings in groups Tri and Tri+Sel at day zero, and at the final of the
study. Values are expressed in median or mean accordingly with its parametric or not-

parametric distribution and range (minimum - maximum).

Group Tri TO Group Tri Group Tri+Sel ~ Group Tri+Sel
(n=8) T180 (n=7) TO (n=7) T180 (n=4)

Median/Mean Median/Mean P Median/Mean Median/Mean P
Parameter (Min-Max) (Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)
Polyuria 2 (0-3) 0 (0-1) 0.01° 1 (0-3) 0 (0-1) 0.05
Polydipsia 2 (0-3) 0 (0-1) 0.017 2 (0-3) 0 (0-1) 0.05
Polyphagia 3(1-3) 2 (0-3) 0.3 2 (0-3) 1(0-2) 0.3
Panting 2 (0-3) 1 (0-3) 0.3 2 (0-2) 0 (0-3) 0.3
Alopecia 0 (0-2) 0 (0-1) 0.3 1 (0-3) 0 (0-3) 0.09
Muscle 0.5 (0-3) 0.5 (0-1) 0.7 2 (0-2) 0.5 (0-2) 0.2

weakness

TO: time zero, T180: 180 days treatment, n: number of patients, Min: minimum, Max:
maximum. P: significance probability.



Table 2. Complete blood count parameters in groups Tri and Tri+Sel at day zero, and at the final of the study. at day zero, and at the
final of the study. Values are expressed in median or mean accordingly with its parametric or not-parametric distribution and range

(minimum — maximum).

Group Tri TO Group Tri Group Tri+Sel ~ Group Tri+Sel T180
(n=28) T180 (n=7) TO(n=7) (n=4)

Median/Mean Median/Mean Median/Mean Median/Mean Reference
Parameter (Min-Max) (Min-Max) P (Min-Max) (Min-Max) P Interval
RBC (10°/uL)  7.1(5.95-8.54) 7.9 (6.96-9.02) 1 6.9 (5.34-8.26) 7.1 (6.77-7.84) 1 5.5-85
Hb (g/dL) 16.3(13-19.9)  17.8(15.3-20.5) 0,27 15.8 (12.5-18.7) 15.7 (13.7-17.3) 0.9 12 -18
Ht (%) 47.6 (35-55) 50.7 (44-57) 0.33 47 (38-54) 46.2 (40-52) 0.8 37-55
WBC (10°%uL)  10.8 (7.7-14.2) 10.7 (7.5-13.5) 0.94 8.8 (6-12.5) 8 (6.2-9.8) 0.5 6-17
Neu (%) 77.5 (60-91) 71.4 (60-81) 0.18 76 (58-89) 68.2 (54-81) 0.3 60-77
Eos (%) 2.1 (0-5) 4.5 (0-10) 0.21 3.7 (1-12) 7.7 (2-15) 0.2 2-10
Mono (%) 6.6 (2-12) 5.4 (2-11) 0.44 5.8 (2-11) 5.5 (3-8) 1 3-10
Lymph (%) 13.6 (5-30) 18.5 (7-27) 0.22 14.4 (9-24) 18.5 (10-29) 0.4 12-30
PLT (103/uL) 362.7 (232-730) 305 (190-360)  0.82  461.4 (300-520) 425.5(320-500) 0.6 200-500 TO:

55

time zero, T180: 180 days treatment, n: number of patients, Min: minimum, Max: maximum, P: significance probability, RBC: red cell
blood count, Hb: hemoglobin, Ht: hematocrit, WBT: white cell blood count, Neu: neutrophils, Eos: eosinophils, Mono: monocytes,

Lymph: lymphocytes, PLT: platelets.
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Table 3. Serum biochemistry and urinary parameters in groups Tri and Tri+Sel at day zero, and at the final of the study. Values are
expressed in median or mean accordingly with its parametric or not-parametric distribution and range (minimum — maximum).

Group Tri TO Group Tri T180 Group Tri +Sel TO  Group Tri + Sel T180
(n=28) (n=7) (n=7) (n=4)

Median/Mean Median/Mean Median/Mean (Min- Median/Mean
Parameter (Min-Max) (Min-Max) P Max) (Min-Max) P Reference Interval
Albumin (g/dL) 3.37 (2.6-3.7) 3.59 (3.2-3.9) 0.25 3.51 (29-39) 3.41 (3.2-3.6_ 0.66 2.6-3.3
ALP (UI/L) 217.9 (41-582) 141 (62-290) 0.69 1620 (63-6107) 444.2 (54-941) 0.23 <156
ALT (UI/L) 56.2 (26-145) 76.4 (32-167) 0.26 244 (34-647) 119.5 (50-200) 0.5 <102
Cholesterol (mg/dL) 226.7 (167-289) 205 (140-256) 0.45 306 (167-661) 186 (153-211) 0.04" 135-270
Creatinine (mg/dL) 0.62 (0.4-1.2) 0.72 (0.58-0.9) 0.27 0.56 (0.2-0.9) 0.8 (0.5-0.8) 0.44 05-15
Fructosamin (umol/L) 202 (181-290) 264.2 (222-303)  <0.01" 216.8 (177-257) 222.5 (194-277) 0.8 170 - 338
Glucose (mg/dL) 124.1 (97-151) 118.5 (82-165) 0.6 118.7 (78-160) 122.5 (78-160) 0.64 65-118
Phosporus (mg/dL) 5.1(4.4-6.4) 4.5 (2.9-5.9) 0.82 5 (2.9-7.6) 3.3(1.1-5.2) 0.23 2.6-6.2
Potassium (mEg/L) 4.4 (3.4-5.1) 4.6 (3.8-6.3) 0.66 5 (3.5-5.6) 4.9 (4.4-5.1) 0.81 3.9-5.65
Sodium (mEg/L) 142.7 (137-157) 149.4 (139-160) 0.07 143.9 (138-153) 143.1 (138-153) 0.77 141 - 153
Total Calcium (mg/dL) 10.1 (9.2-11) 9.5 (8-12) 0.3 10.4 (2.9-7.6) 9.9 (8.2-11.4) 0.51 9-11.3
TPP (g/dL) 6.74 (6.7-7.4) 7.3 (6.2-8.9) 0.19 7.44 (6.7-8.8) 6.72 (6.5-7) 0.04" 54-7.1
Triglycerides (mg/dL) 370.5 (142-1191) 295.1 (74-744) 0.6 233.8 (157-414) 144.7 (38-153) 0.07 32-138
Na:K 32.7 (28-40.5) 33.3 (25.6-39) 0.6 29.7 (25-32) 29.6 (28-32.5) 0.78 >27
USG 1.02 (1.008-1.056) 1.02 (1.004-1.056) 1 1.03 (1.008-1.040) 1.03 (1.020-1.056) 1 1.020 -1.050
UP:C 0.81 (0.06-3.7) 0.28 (0.12-0.48) 1 0.63 (0-2.2) 0.5 (0-1.5) 0.6 <0.4

TO: time zero, T180: 180 days treatment, n: number of patients, Min: minimum, Max: maximum, P: significance probability, ALP:
alkaline phosphatase, ALT: alanine transaminase, TPP: total plasmatic protein, Na:K: sodium:potassium ratio, USG: urinary specific
gravity, UP:C: urinary protein to creatinine ratio, *: significantly different (p < 0,05).
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Pelos resultados obtidos no presente estudo, a associagdo entre trilostano e selegilina
demonstrou-se segura no tratamento do hiperadrenocorticismo pituitario-dependente em cdes. No
entanto, apesar das tendéncias observadas nos efeitos do tratamento alternativo, ndo foram
observados do ponto de vista de significancia estatistica menor elevacdo nos valores de ACTH
endogeno, maior eficacia em reduzir os niveis de cortisol p6s-ACTH ou menores dosagens medias
de trilostano para o satisfatorio controle do quadro clinico e hormonal. Foi constatada, contudo,
menor adrenomegalia em 180 dias de tratamento nos pacientes tratados com a associagdo trilostano
e selegilina quando comparado ao uso isolado do trilostano, além de evidéncias de um melhor
controle metabolico dos pacientes tratados com a associacdo das duas medicacBes. As questdes
cognitivas dos pacientes ndo sofreram alteracfes significativas ao longo do estudo, porém em
alguns casos individuais observou-se melhora cognitiva em ambos os grupos. Ndo houveram
maiores efeitos colaterais associados ou evidéncias de toxicidade devidos a este tratamento. O
estudo ndo teve acesso a exames de neuroimagem como tomografia computadorizada ou
ressonancia magnética, que seriam de grande valia para melhor compreensdo do comportamento
do ACTH enddgeno, bem como do aspecto hipofisario ao longo do tempo. Mais estudos com um
maior numero de pacientes, acompanhados por um maior periodo, podem ser elucidativos sobre 0s
reais efeitos e beneficios deste protocolo médico no manejo clinico do hiperadrenocorticismo
pituitario-dependente em cées.
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ANEXO 1 - Termo de consentimento informado

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
HOSPITAL DE CLINICAS VETERINARIAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
\/océ esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario, em uma pesquisa. Apos ser

esclarecido(a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao
final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador
responsavel. Na sua cdpia consta o telefone e endereco institucional do pesquisador principal, de
modo que vocé podera tirar suas ddvidas sobre o projeto e a participacdo do seu cdo, agora ou a
qualquer momento. Em caso de recusa ou desisténcia vocé ndo serd penalizado(a) de forma
alguma. Em caso de duvida vocé pode procurar o Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) pelo telefone (51) 3308 — 3738 ou pelo e-
mail ceua@propesqg.ufrgs.br.
INFORMACC)ES SOBRE A PESQUISA:
Titulo do projeto: Avaliacdo do efeito da associacdo entre selegilina e trilostano no tratamento do
hiperadrenocorticismo canino pituitario-dependente: ensaio clinico randomizado.
Pesquisadores responsaveis: M.V. Alan Gomes Poppl — Prof. Dr. Departamento de Medicina
Animal e Professor do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Veterinérias da Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. M.V. Guilherme Luiz Carvalho de
Carvalho — Aluno de Mestrado do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias da
Faculdade de Veterinéria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
Endereco: Av. Bento Gongalves, 9090 — Agronomia, Porto Alegre/RS
CEP: 91540-000 Telefone: 51 3308-6112, 51 9922-2005 E-mail: carvalho.vet@gmail.com

Seu cdo esta sendo convidado para participar da pesquisa “Avaliacio do efeito da
associacdo entre selegilina e trilostano no tratamento do hiperadrenocorticismo canino
pituitario-dependente: ensaio clinico randomizado”

Seu cdo foi selecionado e a participagdo do mesmo ndo é obrigatoria. A qualquer
momento vocé pode desistir e retirar seu consentimento para o seu cao fazer parte da pesquisa. Sua

recusa ndo trar& nenhum prejuizo na relacdo do seu animal com o pesquisador ou com a
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instituicdo. O objetivo deste projeto é determinar, através de uma associacdo entre avaliagdes
clinicas presenciais, exames laboratoriais de sangue, exames de imagem, e resposta a um
questionario, se ha diferenca da resposta terapéutica dos pacientes a um tratamento associado entre
duas medicacbes comparado ao tratamento convencional, e isto pode ser considerado um
tratamento promissor para essa enfermidade, principalmente a médio-longo prazo.

O hiperadrenocorticismo pituitario-dependente é hoje uma doenca cada vez mais
diagnosticada em cées atendidos no mundo inteiro. Sua origem €, na maioria das vezes, um
processo neoplasico localizado em uma glandula na base do cérebro chamada hipéfise que culmina
em um excesso de producdo de um horménio chamado cortisol pelas glandulas adrenais. Quando
ndo tratada ou bem controlada, essa condi¢do pode trazer uma série de transtornos e injdrias a
diversos sistemas organicos, destacando-se o sistema hepatobiliar, cardiovascular, respiratério e
podendo culminar inclusive em diabetes mellitus.

Em humanos, o tratamento de eleicdo dessa condigdo é a remocdo cirlrgica dessa massa
em um procedimento chamado hipofisectomia. Em cées, ndo temos a disposicdo essa op¢do
atualmente em quase todo territorio mundial, devido a um somatorio de fatores associados a
questdes anestésico-cirurgicas e de estrutura diagndstica e hospitalar para manejo perioperatorio,
tornando essa realidade ainda distante. Como alternativa, preconiza-se o emprego de medicagdes
que reduzam a producdo de cortisol nas gléandulas adrenais, sendo o trilostano a principal
medicacdo para este fim. Este tratamento, apesar de se mostrar seguro e eficaz no controle dos
niveis de cortisol e sinais clinicos da doenca, quando utilizado continuamente, provoca algumas
respostas compensatérias do corpo que podem demandar aumentos frequentes na dose diaria da
medicacdo, além da possibilidade de aparecimento de tumoragdes nas glandulas adrenais e
crescimento da massa hipofisaria.

H& uma boa carga de coeréncia em se avaliar a associagdo do trilostano a selegilina, uma
medicacdo que além de poder controlar a origem do quadro na hipofise, pode trazer melhora na
fungéo cognitiva dos cées acometidos pelo hiperadrenocorticismo.

A participacdo do seu cdo nesta pesquisa consistird em realizacdo de avaliacdo clinica e
colheita de exames para determinacGes laboratoriais e ultrassonografia abdominal em quatro
momentos (dias zero, 30, 90 e 80). O primeiro quando diagnosticado positivo e 0s demais
conforme a sequéncia cronoldgica de maneira prospectiva.

N&o ha riscos a saude do seu céo relacionado com a participagdo na pesquisa, sendo todos

0s procedimentos realizados classificados de grau de severidade leve, conforme documentagéo
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acessoria fornecida pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRGS (CEUA-UFRGS). Os
beneficios relacionados com a participacdo do seu cdo no presente projeto serdo a realizagdo sem
custo das avaliaces clinicas e de algumas determinacdes sanguineas e estudos de ultrassonografia
solicitadas pelo Servico de Endocrinologia. Os Unicos custos que voceé tera serdo a do pagamento
da medicacdo durante o tratamento, e das dosagens de cortisol durante 0 monitoramento (custos
que vocé ja teria se ndo participasse da pesquisa).

Todos os procedimentos serdo realizados no Hospital de Clinicas Veterinarias da UFRGS
por Médico Veterinario. VVoceé tera a garantia de sigilo das informacdes obtidas bem como o direito
de retirar o consentimento a qualquer tempo.

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu,

, RG , CPF
, abaixo assinado, tutor do canino da raca :

Sexo , idade denominado de

, ficha HCV , concordo em ceder

meu animal para participar do projeto “Avaliacdo do efeito da associacdo entre selegilina e
trilostano no tratamento do hiperadrenocorticismo canino pituitario-dependente: ensaio clinico
randomizado”, bem como o registro fotografico do mesmo.

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios da participacdo do meu cédo e que fui
devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador GUILHERME LUIZ CARVALHO DE
CARVALHO sobre a pesquisa e os procedimentos nela envolvidos. Foi-me garantido que posso
retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou
interrupcao do acompanhamento do meu animal.

Porto Alegre, de de 201 _.

Assinatura Tutor Assinatura Pesquisador
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Anexo 2: Questionario de avaliacdo da funcéo cognitiva e comportamental

“ANALISE DO PERFIL COMPORTAMENTAL DE CAES COM
HIPERADRENOCORTICISMO - RESPONSAVEL”

Este instrumento faz parte de uma pesquisa de doutorado da Universidade Federal Fluminense
(UFF/RJ) e tem por objetivo identificar os comportamentos observados em cdes portadores de

hiperadrenocorticismo e suas respectivas frequéncias:

1 Pergunta Geral - Vocé notou qualquer alteracdo no comportamento do seu cdo nos ultimos 3
meses? VVocé pode descrever essa mudanca?

2 Personalidade do cdo - Como vocé descreveria a personalidade de seu cdo? Houve alguma
mudanca nos ultimos 3 meses? VVocé pode descrever essa mudanga?

3 Comportamento com membros da familia - Vocé notou qualquer alteracdo em relacdo aos
membros da familia nos ultimos 3 meses? VVocé pode descrever essa mudanga?

4 Comportamento com estranhos em casa - Vocé notou qualquer alteragcdo em relagéo a estranhos
ou convidados em casa ou pessoas de fora, nos Gltimos 3 meses? Vocé pode descrever essa
mudanca?

5 Comportamento quando deixado sozinho - Vocé notou qualquer alteragdo no comportamento do
seu cdo quando ele /ela é deixada sozinha em casa, nos Ultimos 3 meses? VVocé pode descrever essa
mudanca?

6 Comportamento durante caminhadas - VVocé notou qualquer alteracdo no comportamento do seu
cao durante os passeios nos ultimos 3 meses? VVocé pode descrever essa mudanca?

7 Medos e comportamentos de esquiva - Vocé notou qualquer mudanca na intensidade do medo ou
evitamento de pessoas, animais ou situacGes nos ultimos 3 meses? Vocé pode descrever esta
mudanca?

8 Latidos - VVocé notou qualquer alteracdo na intensidade de latidos em geral, nos ultimos 3 meses?
Vocé pode descrever essa mudanga?

9 Comer - Vocé notou qualquer mudanca de comportamento em relacdo ao alimento nos ultimos 3
meses? Vocé pode descrever essa mudanga?

10 Beber - Vocé notou qualquer alteracdo relacionada com o consumo de &gua nos ultimos 3

meses? Vocé pode descrever essa mudanga?



68

11 Dormir - Vocé notou qualquer mudanca no sono do seu c&o nos ultimos 3 meses? Vocé pode
descrever essa mudanga?

12 Comportamento com outros animais - Vocé notou qualquer alteracdo no comportamento em
relacdo a outros cdes ou outros animais nos ultimos 3 meses? VVocé pode descrever essa mudanca?
13 Problemas de comportamento - VVocé notou qualquer problema de comportamento que néo era

observado anteriormente? VVocé pode descrever essa mudanga?

Adaptado de: CAVALCANTE, L.C.M. Analise do Perfil Comportamental de Cé&es com
Hiperadrenocorticismo. Projeto de Pesquisa Doutorado. Universidade Federal Fluminense
Nitero6i, 2014



