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RESUMO

O teste de estimulagdo com o hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) é utilizado para
avaliacdo da reserva adrenal na Medicina e Medicina Veterinaria. Em gatos, tem sido
usado principalmente para avaliar a producdo adrenocortical de cortisol, progesterona e
androgenos, além de gerar estimulo adicional para secrecdo de aldosterona na avaliacao
da reserva mineralocorticoide da adrenal. E um teste dindmico de funcdo adrenal, que
pode ser utilizado como um teste de diagnostico do hipercortisolismo e como teste
padrdo-ouro no diagnostico de hipoadrenocorticismo. Apesar da falta de consenso e de
valores de referéncia, o teste também pode ser Util na avaliacdo da resposta terapéutica de
gatos com sindrome de Cushing tratados com trilostano. Ainda, € discutida sua
aplicabilidade para avaliar graus leves de insuficiéncia adrenocortical na sindrome
denominada insuficiéncia de corticosteroide relacionada a doenca critica. Na espécie
felina, a equivaléncia de uma dose de 5 pg/kg em relacdo a dose de 125 pg/gato ja foi
documentada, utilizando diferentes formas de ACTH sintético como o tetracosactide
(Synacthen®) e a cosintropina (Cortrosyn®). O objetivo desse trabalho foi de avaliar se as
doses de 1 ou 5 pg/kg apresentam equivaléncia com a dose tradicional de 125 pg/gato em
gatos saudaveis utilizando uma apresentacdo de ACTH porcino sintético recombinante
(ACTHEL®) administrado pela via intravenosa. Sete gatos castrados e saudaveis
voluntarios foram incluidos no estudo. Cada gato recebeu a dose de 1 pg/kg, 5 pg/kg e
125 pg/gato de ACTHEL® por via endovenosa, com 7 dias de intervalo entre os testes.
Amostras de sangue foram coletadas antes e uma hora ap6s a administracdo do
ACTHEL®, para mensuragio de aldosterona, androstenediona, cortisol e progesterona.
Nenhuma dose testada promoveu aumento documentavel na concentracdo sérica de
androstenediona. Houve diferenca significativa (p = 0,03) entre as amostras basais e pos-
ACTH com a administracdo de 1 pg/kg apenas com relagdo a progesterona. A dose de 5
ug/kg promoveu aumento significativo da secrecdo adrenal de aldosterona (p = 0,01) e
progesterona (p = 0,01). Com relagé@o a dose de 125 pg/gato, esta promoveu elevacao
significativa (p = 0,01) da concentracdo de aldosterona, cortisol e progesterona. A
comparag¢do dos A-hormonais sugere que a dose de 125 pg/gato € mais efetiva em
provocar a resposta maxima de aldosterona, cortisol e progesterona, devendo ser a dose
preconizada para aumentar a sensibilidade do teste de estimulagdo por ACTH.

Palavras-chave: Aldosterona; Androstenediona; Cortisol; Progesterona



ABSTRACT

The adrenocorticotropic hormone (ACTH) stimulation test is used to assess adrenal
reserve in both human and veterinary medicine. In cats, it has been used mainly to
evaluate the adrenocortical production of cortisol, progesterone and androgens, and
works as an additional stimulus for aldosterone secretion and assessment of the adrenal
mineralocorticoid reserve. It is an adrenal function test, which can be used. as a
screening test for hypercortisolism and as a gold standard for the diagnosis of
hypoadrenocorticism. Despite there is no consensus neither established reference values,
it is also appliable to trilostane treatment monitoring of cats with Cushing’s syndrome.
In addition, its applicability to assess mild degrees of adrenocortical insufficiency in a
syndrome called corticosteroid insufficiency related to critical illness is discussed. In the
feline species, the equivalence of a dose of 5 pg/kg in relation to the dose of 125 pg/cat
has already been documented, through different forms of synthetic ACTH such as
tetracosactide (Synacthen®) and cosintropin (Cortrosyn®). The aim of this study was to
assess whether doses of 1 or 5 pg/kg are equivalent to the traditional dose of 125 pg/cat
in healthy cats using a presentation of recombinant synthetic porcine ACTH (ACTHEL®)
administered intravenously. Seven healthy and neutered volunteer cats were included in
the study. Each cat received a dose of 1 pg/kg, 5 pg/kg and 125 pg/cat of ACTHEL®
intravenously, with a 7-day interval between tests. Blood samples were collected before
and one hour after the administration of ACTHEL®, for the measurement of aldosterone,
androstenedione, cortisol and progesterone. No dose tested promoted a documentable
increase in serum androstenedione concentration. There was a significant difference (p
= 0.03) between baseline and post-ACTH samples with the administration of 1 pg/kg only
regarding to progesterone. The dose of 5 pg/kg promoted a significant increase in
adrenal secretion of aldosterone (p = 0.01) and progesterone (p = 0.01). Regarding the
dose of 125 pg/cat, it has promoted a significant increase (p = 0.01) in aldosterone,
cortisol, and progesterone levels. The comparison of A-hormones suggests that the dose
of 125 pg/cat is more effective in provoking the maximum response of aldosterone,
cortisol and progesterone, and the recommended dose should be used to increase the
sensitivity of the ACTH stimulation test.

Keywords: Aldosterone; Androstenedione; Cortisol; Progesterone
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1 INTRODUCAO

O teste de estimulacdo por hormdnio adrenocorticotropico (ACTH) € um teste de
funcdo adrenal, que pode ser utilizado como triagem para o hipercortisolismo e como
teste padrdo-ouro no diagndstico de hipoadrenocorticismo. As preparaces de ACTH
comumente utilizadas incluem extratos naturais da glandula pituitaria (ACTH gel; com
39 aminoécidos), polipeptidios sintéticos (tetracosactide; cosintropina) que contém 1-24
sequéncias de aminoacidos do ACTH natural (LANDON et al., 1964, FELDMAN;
TYRRELL, 1977; FELDMAN et al., 1982) e, recentemente, foi lancada uma
apresentacdo de ACTH porcino sintético recombinante (ACTHEL®), mais acessivel em
termos de distribuicdo e custo, e validada para uso em cdes (FURTADO et al., 2017). Os
ACTHSs porcino e humano sdo bastante similares estruturalmente, sendo a Unica diferenca
0 aminoécido leucina na posi¢do 31 na molécula porcina ao invés do aminoacido serina
na molécula humana (RINIKER et al., 1971). Em contrapartida, a molécula de ACTH da
espécie felina apresenta um aminoacido valina ao invés de alanina na posicdo 32 e um
aminoacido treonina ao invés de alanina na posicdo 34 (KEMPPAINEN, 2014). Os
ACTHs sintéticos sdo mais recomendados do que o gel de ACTH para teste do eixo
pituitario-adrenocortical, por causa da sua pureza e o potencial reduzido de causar reacdes
adversas, bem como devido ao fato de poder ser administrado por via intravenosa (V) ou
intramuscular (IM) (LANDON et al., 1964; FELDMAN; TYRRELL, 1977; FELDMAN
etal., 1982).

O teste de estimulacdo com ACTH é frequentemente realizado para avaliar a
reserva adrenocortical na pratica veterindria. Em gatos, tem sido usado principalmente
para avaliar a producdo adrenocortical de cortisol, progestinas e andrégenos (PETERSON
etal., 1989; ROSSMEISL et al., 2000; BOAG et al., 2004; FELDMAN; NELSON, 2004;
DECLUE et al.,, 2005; MILLARD et al., 2009; COHN et al., 2010). Embora os
reguladores primarios da secrecdo de aldosterona sejam o sistema renina-angiotensina e
a concentracdo extracelular de potassio, 0 ACTH atua como um estimulante adicional
(GOLDEN et al., 1988; ZIMMER et al., 2000; GOY-THOLLOT et al., 2007). A
administracdo de ACTH exdgeno em gatos provoca a secrecdo de aldosterona e pode ser
usada para avaliagédo da reserva mineralocorticoide adrenal (ZIMMER et al., 2000).

Tradicionalmente, uma dose padrdo de cosintropina (125 pg/gato, 1V) é usada
para o teste de estimulacdo de ACTH. Um estudo de Peterson & Kemppanien (1993)



documentou que doses menores de cosintropina estimularam a secre¢do maxima de
cortisol em gatos similar & dose de 125 pg/gato.

Evidéncias emergentes em varias espécies sugerem que 0 uso de teste de
estimulacdo com baixa dose de ACTH pode ser importante no diagnostico de graus leves
de insuficiéncia adrenocortical em uma sindrome chamada insuficiéncia de
corticosteroide relacionada a doenca critica - CIRCI (anteriormente conhecida como
insuficiéncia adrenal relativa), e descrita em humanos e pacientes veterinarios (ANNANE
et al., 2002; MARIK; ZALOGA, 2003; BURKIT et al., 2007; MARTIN et al., 2008). A
insuficiéncia de corticosteroide relacionada a doenca critica € caracterizada pela producéao
inadequada de cortisol em relacdo a um aumento da demanda durante a doenca critica e
é geralmente definida por uma resposta inadequada a administracdo de ACTH exdgeno
(BEISHUIZEN; THIJS, 2001).

Além das utilizacBes ja mencionadas, o teste de estimulacdo por ACTH também
apresenta aplicabilidade no monitoramento do tratamento do hipercortisolismo endégeno
com drogas inibidoras da sintese de cortisol como o trilostano, o que acaba representando
sua maior utilidade na rotina clinica. As apresentacdes comerciais de ACTH sintético
disponiveis para teste no Brasil sdo importadas e demasiadamente onerosas, dificultando
sua realizacdo de forma mais frequente. Em cées, ao longo dos anos vém se demonstrando
que doses minimas de ACTH (p.ex. 1 pg/kg) sdo igualmente eficazes para testes de
estimulacdo destinados ao monitoramento terapéutico, ou diagnostico de
hipercortisolismo (5 pg/kg) (ALDRIDGE et al., 2016). Com relacdo a espécie felina, a
equivaléncia de uma dose de 5 pg/kg em relacdo a dose de 125 pg/gato ja foi
documentada, utilizando diferentes formas de ACTH sintético como o tetracosactide
(Synacthen®) e a cosintropina (Cortrosyn®) (DECLUE et al., 2011). Com isso, 0 custo do
teste reduziu significativamente para os tutores, favorecendo sua realizagdo com maior
frequéncia. Apesar disso, ambos Synacthen® e Cortrosyn® sdo de dificil obtencdo e
apresentam custos proibitivos para maior parte dos tutores.

A apresentacdo de ACTH porcino sintético recombinante (ACTHEL®), é mais
acessivel em termos de distribuicdo e custo e j& foi validada para uso em cdes (FURTADO
et al., 2017). Dessa forma, a avaliacio da eficacia de doses menores do ACTHEL® para
realizacdo do teste de estimulacdo por ACTH em felinos faz-se necessaria, e podera
favorecer a realizacdo mais periodica do teste nesses pacientes frente as diferentes

aplicacdes do teste na espécie.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Fisiologia do eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal

O hormaonio liberador de corticotropina (CRH) secretado pelo hipotalamo através
do sistema portal hipofisario exerce controle sobre a secre¢cdo de ACTH pela hipdfise
anterior (pars distalis). O ACTH, por sua vez, estimula a secre¢do adrenocortical de
cortisol. O cortisol exerce retroalimentacdo negativa sobre a secrecdo dos hormonios
hipotalamicos e hipofisarios. Os neurdnios secretores de CRH estdo localizados na porcao
anterior dos nucleos paraventriculares hipotalamicos. O CRH é um polipeptidio contendo
41 residuos de aminodcidos, com meia-vida plasmatica longa (aproximadamente 60
minutos) (BEHEND, 2015).

O ACTH é um horménio peptidico de 39 aminoacidos com meia-vida plasmatica
de aproximadamente 10 minutos. Sua funcdo primaria é estimular a secrecdo de
glicocorticoides pelo cortex adrenal. A estimulagdo da secrecdo de mineralocorticoide
adrenocortical ou de horménio sexual € menos importante (BEHEND, 2015). Em cées, 0
CRH controla a liberacdo de ACTH (KEMPPAINEN; SAR TIN, 1987; KEMPPAINEN
et al., 1992). A secrecdo de ACTH é episddica e pulsatil em cdes saudaveis e com
hipercortisolismo pituitario-dependente (HPD) (KEMPPAINEN; SARTIN, 1984;
KOOISTRA et al., 1997). O ritmo circadiano ndo foi demonstrado de forma convincente,
embora um estudo tenha relatado concentracdes plasmaticas de ACTH mais altas no final
da tarde do que pela manhd (CASTILLO et al., 2009). Muitos tipos de estresse (por
exemplo, dor, trauma, hipoxia, hipoglicemia aguda, exposicdo ao frio, cirurgia e
mediadores inflamatdrios) também estimulam a secre¢do de ACTH (STEWART, 2011).

Os efeitos da retroalimentacdo negativa do cortisol na glandula pituitaria para
reduzir a secrecdo de ACTH ocorrem em trés dominios de tempo - rapida, intermediaria
e tardia. A retroalimentacéo rapida ocorre em minutos em resposta a uma concentragdo
crescente de cortisol. A retroalimentacdo intermediaria ocorre dentro de 30 minutos a trés
horas de exposicédo celular aos glicocorticoides e esta presente ate que a retroalimentagao
tardia comece, aproximadamente nove horas ap0s a exposi¢do aos glicocorticoides
(PHILLIPS; TASHJIAN, 1982; DAYANITHI; ANTONI, 1989; ANTONI;
DAYANITHI, 1990). A retroalimentacéo tardia parece ser mediada principalmente pela
supressdo da sintese de ambos CRH hipotalamico e ACTH hipofisario. Além da
retroalimentacdo negativa pela secrecdo de esteroides adrenais, 0 ACTH também exerce
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um efeito de retroalimentacao negativa sobre sua propria secrecao (al¢a curta) (BEHEND,
2015).

Além de ser um fator secretor, 0o ACTH é também um hormonio tréfico para as
zonas fasciculada e reticulada. Sua a¢do no cortex adrenal leva a rapida sintese e secre¢édo
de cortisol e andrégenos, aumentando a concentracdo de cortisol plasmatico em poucos
minutos. A estimulacdo adrenocortical cronica por concentracGes elevadas de ACTH
promove hiperplasia e hipertrofia; inversamente, a deficiéncia de ACTH resulta em
atrofia adrenocortical e diminuicdo da esteroidogénese. Mediadores inflamatérios (por
exemplo, interleucina-1, interleucina-6 e fator de necrose tumoral-a) aumentam a
secrecdo de ACTH diretamente ou aumentando o efeito do CRH (STEWART, 2011).

2.2 Zonas da Adrenal e Esteroidogénese

A glandula adrenal é composta por dois compartimentos anatdbmicos e
funcionalmente distintos: o cortex e a medula. O cdrtex da adrenal é o principal local de
sintese dos hormonios esteroides glicocorticoides e mineralocorticoides em vertebrados
(VINSON, 2009). Esses hormdnios sdo indispensaveis para o desenvolvimento e
fisiologia dos mamiferos. Outros esteroides produzidos pelo cértex adrenal incluem os
estrogénios, progestagenos e andrégenos (MIDZAK; PAPADOPOULOQOS, 2014).

A medula adrenal é inervada com células cromafins e desempenha um papel
fundamental na sintese de catecolaminas e na resposta ao sistema nervoso simpatico
(KVETNANSKY et al., 2009), enquanto o cortex contém as células esteroidogénicas,
responsaveis pela contribuicdo da adrenal para o sistema enddcrino (MILLER, 2013). O
cortex adrenal é ainda histologicamente dividido em trés camadas concéntricas: a zona
glomerulosa, a zona fasciculada e a zona reticular (BEHEND, 2015).

A zona glomerulosa é deficiente na atividade de 17-a-hidroxilase (CYPL17),
tornando-a incapaz de produzir cortisol e hormonios sexuais. Em contraste, apenas as
celulas nessa zona contém a enzima necessaria para sintetizar a aldosterona (BEHEND,
2015). Essa funciona como parte do eixo enddcrino renina-angiotensina-aldosterona e
contribui para o equilibrio eletrolitico do organismo (SPAT; HUNYADY, 2004). Em
resposta ao peptideo angiotensina-1l, ou ao aumento das concentra¢des plasmaticas de
potassio, as celulas da zona glomerulosa secretam aldosterona. A aldosterona, um
mineralocorticoide, por sua vez, promove a retencdo de sodio e agua, bem como a

excrecdo de potéssio pelo rim (ROSSIER et al., 2015).
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A camada intermediéria, a zona fasciculada, funciona como uma unidade com a
camada mais interna, a zona reticular. A zona fasciculada, entretanto, secreta
principalmente glicocorticoides, e a zona reticular secreta principalmente horménios
sexuais. Devido a presenca de 17-a-hidroxilase, ambas as zonas podem sintetizar 17-a-
hidroxi-pregnenolona e 17-a-hidroxi-progesterona, precursores do cortisol e horménios
sexuais (BEHEND, 2015).

O cortex adrenal é rico em receptores que internalizam as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL). O colesterol livre liberado do LDL serve como composto inicial na
esteroidogénese, embora o colesterol também seja sintetizado a partir do acetato dentro
da glandula. As enzimas do citocromo P-450 sdo responsaveis pela maioria das
conversdes enzimaticas do colesterol para os horménios esteroides. A diferenca na
producdo de hormonios entre as zonas esta relacionada a diferencas em duas enzimas do
citocromo P-450. A enzima aldosterona sintase do citocromo P-450 mitocondrial, que
converte a desoxicorticosterona via corticosterona em aldosterona, s é encontrada na
zona glomerulosa. A enzima caracteristica nas outras duas zonas € o citocromo P-450c17
microssomal (17a-hidroxilase/17,20-liase), que catalisa a 17a-hidroxilacdo de
pregnenolona e progesterona. As outras enzimas esteroidogénicas ocorrem nas trés zonas
(MIDZAK e PAPADOPOULOS, 2016).

As células esteroidogénicas ndo podem armazenar os horménios que, portanto,
sdo secretados imediatamente apds a biossintese. Cortisol, 11-desoxicortisol,
corticosterona, 11-desoxicorticosterona e aldosterona sdo derivados inteiramente da
secre¢do adrenocortical, enquanto os outros esteroides sdo derivados de uma combinagéo
de fontes adrenocorticais e gonadais (GALAC et al., 2010).

Apos a secre¢do, 0s hormoénios adrenocorticais sdo amplamente ligados as
proteinas plasmaticas. Aproximadamente 75% do cortisol no plasma esta ligado com alta
afinidade a globulina de ligacéo aos corticosteroides (GBC). Em torno de 12% do cortisol
total no sangue esta ligado com baixa afinidade a albumina e aos eritrocitos. Apenas a
fracéo livre, em cées estimada em 6 a 14% (KEMPPAINEN et al., 1991; MEYER,
ROTHUIZEN, 1993; GAYRARD et al., 1996) é biologicamente ativa. No entanto, a
quantidade de horménio potencialmente disponivel para os tecidos é determinada pela
combinacdo das fragdes livres e ligadas, porque essas fracGes estdo em equilibrio.
Andrégenos e aldosterona sdo predominantemente ligados com baixa afinidade com a
albumina (GALAC et al., 2010).
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2.3 Hipercortisolismo

Embora o termo "hiperadrenocorticismo” se refira a superproducdo de hormdnios
adrenocorticais, na medicina veterindria € normalmente usado para descrever o
hipercortisolismo (sindrome de Cushing) (BOLAND; BARRS, 2017). O
hipercortisolismo espontaneo (HC) é uma consequéncia do aumento anormal da atividade
funcional do cortex adrenal. Ao contrario do HC canino, o0 HC em gatos é um distdrbio
enddcrino relativamente incomum, com pouco mais de 180 casos relatados na literatura
veterinéria. Aproximadamente 80% dos casos felinos sdéo HPD enquanto cerca de 20%
dos casos sé&o de hipercortisolismo adrenal-dependente (HAD). Os carcinomas
representam uma minoria de casos em geral, uma vez que pelo menos 90% dos casos de
HPD e 50-60% dos casos de HAD s&o causados por adenomas (ELLIOTT et al., 2000;
MEW] et al., 2001; SKELLY et al., 2003; MEWJ et al., 2004; NEIGER et al., 2004; MEIJ
etal., 2005; MAYER et al.; 2006; FRACASSI et al., 2007; KLEY et al., 2007; SELLON
et al., 2009; CALSYN et al., 2010; BENCHEKROUN et al., 2012; CROSS et al., 2012;
SHARMAN et al., 2013; SWIFT et al., 2013; BROWN et al., 2012; KIMITSUKI et al.,
2014; VALENTIN et al., 2014; DANIEL et al., 2015; FELDMAN, 2015).

O HPD resulta da secre¢do autbnoma de ACTH por neoplasias que surgem de células
corticotroficas da pars distalis (mais comumente) ou pars intermediaria. Essas estimulam
a producdo excessiva de cortisol do cortex adrenal e causam hiperplasia adrenocortical
bilateral. HAD € geralmente secundario a producédo auténoma de cortisol por neoplasias
do cortex adrenal (BOLAND; BARRS, 2017).

Os sinais clinicos comumente relatados e achados do exame fisico sdo polidipsia e
polilria, hepatomegalia e aumento de volume abdominal, polifagia, alopecia, atrofia e
fragilidade da pele (laceracbes), pelagem mal cuidada, perda de massa muscular,
fraqueza/postura plantigrada, perda de peso, letargia, e ocasionalmente, ganho de peso
(IMMINK et al., 1992; WHATSON; HERRTAGE, 1998; ROCCABIANCA et al., 2006;
FRACASSI etal., 2007; BENCHEKROUN et al., 2012; BROWN et al., 2012; COMBES
et al., 2012; CROSS et al., 2012; MELLETT et al., 2013; KIMITSUKI et al., 2014;
VALENTIN et al., 2014; FELDMAN, 2015).

Os sinais clinicos se sobrepdem a outras doencas (por exemplo, diabetes mellitus), e
0s primeiros sinais podem ser sutis (FELDMAN, 2015). A polidipsia e a polidria podem
resultar de comorbidades, tais como diabetes mellitus, doenca renal crénica (DRC) ou
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hipertireoidismo. A polifagia foi relatada em gatos ndo diabéticos com HC (IMMINK et
al., 1992; WHATSON; HERRTAGE, 1998; VALENTIN et al., 2014).

O HC causa atrofia e reducéo da elasticidade da pele, resultando em veias subcutaneas
proeminentes e pele fragil e fina. Lacerac6es na pele apds um pequeno trauma, manuseio
de rotina ou até mesmo higiene sd@o complicacbes comuns. A alopecia € tipicamente
bilateralmente simétrica, pode envolver as regides torécica, ventral abdominal, flanco e
membros, e pode ser irregular ou generalizada. A falha no crescimento do pelo apés
tricotomia é comum (WHATSON; HERRTAGE, 1998; BROWN et al., 2012,
FELDMAN, 2015). Os vasos sanguineos se tornam mais fridveis e reduz a resposta
fibrosa a lesdo, o que pode produzir hematomas excessivos, retardo na cicatrizacao de
feridas e fragilidade dos ligamentos e tenddes (MELJ et al., 2001; FELDMAN, 2015).

A perda de peso por diabetes mellitus concomitante € comum. A perda de massa
muscular, devido ao aumento do catabolismo proteico, € generalizada ou envolve a
musculatura lombar e contribui para a perda de peso. Embora comum, a perda de peso
pode ndo ser aparente para 0s proprietarios por causa da distensdo abdominal resultante
de hepatomegalia, deposicdo de gordura abdominal e perda da musculatura abdominal.
Dependendo do equilibrio desses fatores, gatos com HC ocasionalmente ganham peso ao
invés de perder (WHATSON; HERRTAGE, 1998).

Os achados hematol6gicos em gatos com HC podem ser normais ou podem revelar
componentes de um leucograma de "estresse por glicocorticoides” (neutrofilia madura
leve a moderada, linfopenia, eosinopenia e / ou monocitose) (IMMINK et al., 1992;
WHATSON; HERRTAGE, 1998; FRACASSI et al., 2007; MELLETT et al., 2013,
KIMITSUKI et al., 2014; CROSS et al., 2012; FELDMAN, 2015). Em contraste com
caes com HC, elevacdes na alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) séo
muito menos frequentes em gatos. Uma vez que 0s gatos ndo possuem a isoenzima de FA
induzida por glicocorticoides, aumentos na atividade de FA ocorrem secundariamente ao
diabetes mellitus ou outras doencas concomitantes. A hipercolesterolemia é comum, mas
nédo tao frequente quanto no HC canino (IMMINK et al., 1992; NEIGER et al., 2004;
MELLETT et al., 2013; SHARMAN et al., 2013; VALENTIN et al., 2014, FELDMAN,
2015).

A urinalise tipicamente revela glicosiria em gatos com diabetes mellitus
concomitante. Ao contrario dos cées, a maioria dos gatos com HC tém densidade urinaria
(DU) maior que 1,020. A glicosUria também pode causar um ligeiro aumento na DU.
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Proteinuria (ndo quantificada) foi relatada em alguns gatos (SHARMAN et al., 2013;
KIMITSUKI et al., 2014; FRACASSI et al., 2007; CROSS et al., 2012; SHARMAN et
al., 2013; BROWN et al., 2014; VALENTIN et al., 2014; FELDMAN, 2015).

O teste de supressdo por baixa dose de dexametasona (TSBDD) ¢ indiscutivelmente
o melhor teste de triagem inicial para HC devido a sua alta sensibilidade, apesar da baixa
especificidade. Em animais saudaveis, a secrecdo hipotalamica do horménio liberador de
corticotropina € suprimida por pelo menos 24 horas, suprimindo assim a secre¢do
hipofisaria de ACTH e a secrecdo adrenal de cortisol. No entanto, 10-20% dos gatos
saudaveis ndo conseguem demonstrar supressao ao usar o mesmo protocolo que para cées
(0,01 mg/kg, 1V e mensuracao de cortisol sérico em 0, 4 e 8h) (PETERSON; GRAVES,
1988; KLEY etal., 2007; MELLETT et al., 2013; VALENTIN et al., 2014). Assim, para
aumentar a especificidade do teste, o protocolo TSBDD em gatos envolve a administracdo
de uma dose 10 vezes maior de dexametasona (0,1 mg/kg, 1V) (ZIMMER et al., 2000;
NEIGER et al., 2004; MELLETT et al., 2013). Gatos com HC sdo resistentes a supressao
hipofisaria da administracdo de dexametasona e geralmente tém concentracao de cortisol
de 8 horas acima do intervalo de referéncia.

A consequéncia indireta do aumento da especificidade do TSBDD em gatos com a
dose de 0,1 mg/kg é a reducdo na sensibilidade (FELDMAN, 2015), e ocasionalmente,
gatos com HC apresentam resultados de teste normais no TSBDD. Neste caso, em gatos
com sinais clinicos altamente compativeis com HC, o diagndstico deve ser realizado por
meio de testes alternativos como o teste de estimulacdo por ACTH (KLEY et al., 2007).

O teste de estimulacdo com ACTH é normalmente realizado pela administracdo de 5
pg/kg ou 125 pg/gato de tetracosactida ou cosintropina (apresentacbes de ACTH
sintético) 1V, com mensuracédo de cortisol sérico em 0 e 60 minutos (ZERBE et al., 1987;
SPARKES et al., 1990; PETERSON; KEMPPAINEM, 1992; PETERSON;
KEMPPAINEM, 1993; SCHOEMAN et al., 2000; DECLUE et al., 2011). Gatos
saudaveis ndo apresentam aumento da concentragdo sérica de cortisol acima do intervalo
de referéncia. No entanto, apenas um terco dos gatos com HC apresenta resultados de
teste positivos (WATSON; HERRTAGE, 1998; SCHOEMAN et al., 2000; FRACASSI
etal.,2007; MELLETT etal., 2013; VALENTIN et al., 2014; FELDMAN, 2015). Assim,
com sua baixa sensibilidade, e especificidade apenas moderada (devido a resultados

positivos em alguns gatos com doenca ndo adrenal), o teste de estimulacdo com ACTH
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ndo é adequado como teste de primeira linha para o diagndstico inicial (VALENTIN et
al., 2014).

O tratamento médico do HC é realizado atualmente com trilostano, um medicamento
inibidor da esteroidogénese administrado por via oral duas vezes por dia. O trilostano é
um esteroide sintéetico que inibe competitivamente a 3-B-hidroxiesteroide desidrogenase.
Esta enzima permite a conversdo de pregnenolona e 17-a-hidroxi-pregnenolona em
progesterona e 17-a-hidroxi-progesterona (BOLAND; BARRS, 2017).

Na espécie canina, 0 monitoramento da terapéutica com este farmaco é realizado com
testes de estimulagdo com ACTH, duas horas ap6s a administracdo do trilostano
(ALDRIDGE et al., 2016). Contudo, devido a escassez de casos de hipercortisolismo na
espécie felina e o advento da terapia com trilostano em gatos ser relativamente recente,
ndo ha consenso sobre o melhor horéario para a realizagéo do teste em felinos com HC em
tratamento com trilostano, sugerindo-se aplicar as mesmas recomendacdes feitas para
espécie canina (BOLAND; BARRS, 2017). Aldridge e colaboradores (2016) compararam
duas doses do cosintropina (1 pg/kg e 5 pg/kg, via intravenosa) em cées suspeitos de HC
e em cdes com HC confirmado tratados com mitotano e trilostano. Nos cées tratados, as
duas doses foram farmacologicamente equivalentes, ja nos caes suspeitos de HC, ndo
houve essa equivaléncia. Concluiu-se que para cées suspeitos de HC continua sendo
recomendada a dose de 5 pg/kg via intravenosa para o teste de estimulagdo por ACTH.
Para cdes em tratamento, a dose de 1 pg/kg pode ser utilizada.

Embora considerados incomuns, casos de HC iatrogénico sao documentados em gatos
e podem ser sub reconhecidos. A maioria dos relatos envolve gatos tratados com
corticosteroides em longo prazo ou em altas doses, incluindo prednisolona, acetato de
metilprednisolona, triancinolona e dexametasona. Os sinais clinicos e os achados
patoldgicos clinicos sdo iguais aos do HC espontaneo (SCHAER; GINN, 1999;
FERASIN, 2001; LIEN et al., 2016). Nestes casos, o teste de estimulagdo com ACTH ¢
considerado o teste de eleicdo para demonstrar a falta de resposta adrenocortical ao
estimulo. Seria de se esperar que os niveis de ACTH enddgeno fossem baixos nesses
casos (SCHAER; GINN, 1999). A reducéo gradual dos corticosteroides é recomendada,
com aresolugéo das anormalidades ocorrendo normalmente em algumas semanas a meses
(SCHAER; GINN, 1999; FERASIN, 2001).
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2.4 Neoplasias produtoras de outros hormonios causando hipercortisolismo

O HC também pode ocorrer secundariamente a neoplasias hipofisarias, ou
principalmente neoplasias adrenais que secretam outros hormdnios com atividade
semelhante aos glicocorticoides; por exemplo, horménio estimulador de alfa-melandcitos
(a-MSH) pela hipofise, ou progesterona, estradiol, testosterona, androstenediona e 17a-
hidroxi-progesterona por tumores adrenocorticais (BOLAND; BARRS, 2017).

Tumores adrenocorticais podem secretar outros hormoénios, ou seus intermediarios,
com atividade glicocorticoide (por exemplo, progesterona), tanto isoladamente ou em
combinagdo com outros esteroides sexuais e/ou aldosterona (ROSSMEISL et al., 2000;
BOAG et al., 2004; FELDMAN; NELSON, 2004; DECLUE, 2005; BRISCOE et al.,
2009; MILLARD, 2009; MELER et al., 2011; DANIEL et al., 2015; FELDMAN, 2015;
GUERIOS et al., 2015; SUMNER et al., 2019). Embora incomum em geral, os tumores
produtores de esteroides sexuais parecem ser relativamente mais comuns em gatos do que
em cdes (BOLAND; BARRS, 2017).

A progesterona é um hormonio precursor de androgenos, estrogenos, aldosterona e
cortisol. Um tumor secretor de aldosterona também pode secretar niveis aumentados de
intermediarios de aldosterona, como a progesterona (DECLUE, 2005; BRISCOE et al.,
2009; GUERIOS et al., 2015; LESHINSKY et al., 2016). A progesterona compete com
o cortisol pela proteina de ligacdo ao cortisol e com androgenos e estrogénios pela
proteina de ligacdo ao hormdnio sexual. A progesterona elevada pode, portanto, resultar
em niveis elevados de cortisol e hormdnios sexuais livres (BOLAND; BARRS, 2017).
Os progestagenos também sdo agonistas fracos dos receptores glicocorticoides e tém
efeitos supressivos de longa duracdo no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal. Sua atividade
antagonista da insulina intrinseca pode contribuir para o diabetes mellitus concomitante
(BOLAND; BARRS, 2017). Outros hormonios produzidos pela glandula adrenal também
podem ter atividade glicocorticoide intrinseca e afinidade para receptores de
glicocorticoides e proteinas de ligagdo ao cortisol (BOLAND; BARRS, 2017).

Dependendo dos hormoénios secretados pelo tumor, os gatos afetados podem
desenvolver sinais clinicos semelhantes ao HC, e alguns podem ter sinais clinicos
simultaneos de hiperaldosteronismo, como polimiopatia hipocalémica e hipertensédo
(ROSSMEISL et al., 2000; DECLUE et al., 2005; BRISCOE et al., 2009; FELDMAN,
2015; LESHINSKY et al., 2016). Nessas situacbes, o emprego do termo
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hiperadrenocorticismo pode ser mais adequada, no entanto, em alguns gatos, os sinais
clinicos podem ser atribuidos predominantemente a um hormonio, apesar da
documentacao da hipersecrecéo de diversos horménios (LESHINSKY et al., 2016).

Nos casos de gatos com quadros de HC associado a producao exagerada de hormonios
sexuais pelas adrenais, normalmente a mensuracao basal destes hormdnios é suficiente
para demonstrar a hipersecre¢do, sendo menos importante a documentacdo de resposta
exagerada apos estimulo por ACTH. Tradicionalmente, a dose padrdo de ACTH sintético
(cosintropina ou tetracosactide) recomendada € de 5 pg/kg ou de 125 pg/gato,
administrado preferencialmente por via intravenosa (BOLAND; BARRS, 2017), e coletas
de sangue realizadas imediatamente antes da aplicagdo do ACTH, e ap6s uma hora para
mensuracdo hormonal pds-estimulacdo (ZERBE et al., 1987; SPARKES et al., 1990;
PETERSON; KEMPPAINEM, 1992; PETERSON; KEMPPAINEM, 1993;
SCHOEMAN et al., 2000; DECLUE et al., 2011).

Superproducdo de esteroides sexuais sem efeitos glicocorticoides também foi
relatada, resultando em sinais clinicos de estro ou desenvolvimento de caracteristicas
sexuais secundarias masculinas (fisicas e comportamentais) em animais castrados; por
exemplo, borrifar urina, agressao, espessamento da pele e espinhos no pénis (BOAG et
al., 2004; MILLARD et al., 2009; MELER et al., 2011; MITCHELL et al., 2016;
SUMNER et al., 2019; RECHE JUNIOR et al., 2021).

Estes pacientes geralmente apresentam niveis baixos de cortisol sérico nos testes de
estimulacdo com ACTH, apesar dos sinais clinicos sugestivos de HC (ROSSMEISL et
al., 2000; DECLUE et al., 2005; MILLARD et al., 2009; LESHINSKY et al., 2016). Os
mecanismos propostos incluem a supressdo de enzimas dentro do tumor necessarias para
converter progesterona ou estradiol em cortisol, excesso de cortisol livre sérico (devido
ao deslocamento da proteina de ligagdo ao cortisol) resultando na supressdo do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal, ou supressao da expresséo de receptores ACTH nas celulas
neoplésicas (BRISCOE et al., 2009).

2.5 Hiperaldosteronismo
O hiperaldosteronismo priméario (HAP), também conhecido como sindrome de

Conn, ¢ outro distdrbio adrenocortical descrito em gatos, e caracterizado por secre¢do

excessiva e autonoma de mineralocorticoides, principalmente aldosterona, por hiperplasia
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nodular bilateral ou neoplasia da zona glomerulosa de uma ou ambas as adrenais
(GALAC et al., 2010). O aumento da concentracdo plasmatica de aldosterona pode levar
a hipertensdo arterial sistémica e/ou hipocalemia, resultando em sinais oculares e
polimiopatia hipocalémica, respectivamente (FERNANDEZ et al., 2016).

Embora seja uma doenga incomum, ainda é considerada a doenca adrenocortical
mais prevalente em gatos (DJAJADININGRAT-LAANEN et al., 2011). Acredita-se que
seja uma doenca subdiagnosticada, como acontece em pacientes humanos. As possiveis
explicacbes sdo que a hipocalemia e/ou hipertensdo arterial sistémica as vezes estdo
associadas a doenca renal crénica e nenhum outro diagndstico diferencial € considerado.
No entanto, a doenca renal cronica progressiva pode ser uma consequéncia do HAP
(JAVADI et al., 2005). Além disso, a afericdo da pressao arterial nem sempre é realizada
rotineiramente em gatos saudaveis ou doentes, e a hipertensdo arterial sistémica e a
hipocalemia podem ser tratadas clinicamente com sucesso, sem investigar a doenca
subjacente (DJAJADININGRAT-LAANEN et al., 2011; FERNANDEZ et al., 2016).

Em pacientes humanos e felinos, a proporcdo da concentracdo de aldosterona
plasmatica (CAP) para a atividade de renina plasmatica (ARP) (relacdo aldosterona:
renina [RAR]) é usada para rastrear a regulacdo anormal da producdo de aldosterona
(JAVADI et al., 2004; JAVADI et al., 2005). Em gatos com neoplasias da zona
glomerulosa unilateral ou bilaterais, a CAP pode ser muito alta e a ARP geralmente é
completamente suprimida. Em gatos com hiperplasia nodular bilateral idiopéatica da zona
glomerulosa, a CAP pode estar apenas ligeiramente elevada ou préxima do limite superior
do intervalo de referéncia. Como a hipocalemia é o fator predominante na reducdo da
CAP, a concentracdo plasmatica de potassio deve ser considerada na avaliacdo. Na
presenca de hipocalemia, mesmo um nivel de aldosterona levemente elevada pode ser
considerado inadequadamente alto. A ARP também deve ser levada em consideracdo. A
combinagdo de uma CAP normal alta ou elevada e uma ARP baixa indica sintese
persistente de aldosterona na presenca de pouca ou nenhuma estimulacdo pelo sistema
renina-angiotensina (DJAJADININGRAT-LAANEN et al., 2011).

O ACTH estimula a producgéo de aldosterona e pode ser utilizado para avaliar a
producéo de mineralocorticoide adrenal (ZIMMER et al., 2000). ACTH exdgeno provoca
aumento na secrecao de aldosterona, e uma dose intravenosa recomendada de 125 pg de
ACTH por gato tem sido usada, seguida pela coleta de amostra de sangue 60 a 75 minutos
apos a administracdo do horménio (DECLUE et al., 2011).
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O mineralocorticoide fludrocortisona promove a retencdo de sodio e &gua e,
portanto, induz a expansdo do volume sanguineo. O teste de supressdo com
fludrocortisona, em gatos com regulacdo normal da aldosterona, deve levar a supressao
da liberacdo de renina e aldosterona. Em contraste, os gatos que séo refratarios a
supressao da aldosterona demonstram, provavelmente, HAP. Medir a razdo urinéria de
aldosterona para creatinina (RUAC) antes e ap0s 4 dias de administracdo de
fludrocortisona é um método eficaz para confirmacdo do HAP em gatos, e de excluir essa
possibilidade em gatos com ARR dentro do intervalo de referéncia
(DJAJADININGRAT-LAANEN et al., 2013).

2.6 Hipoadrenocorticismo

O hipoadrenocorticismo primério (sindrome de Addison) resulta da destruicdo de
mais de 90% do cortex adrenal. Os sinais clinicos sdo devido a deficiéncia de cortisol e
aldosterona na maioria dos pacientes, embora alguns pacientes apresentem apenas sinais
de deficiéncia de cortisol (hipoadrenocorticismo “atipico”) (LATHAN, 2020). E uma
condicgdo rara em gatos, com menos de 60 casos relatados na literatura (PETERSON et
al., 1989; TASKER et al., 1999; REDDEN, 2005; HOCK, 2011; KASABALIS et al.,
2012; SICKEN; NEIGER, 2013; WOOLCOCK; WARD, 2015; GIUDICE et al., 2016;
TARDO et al., 2021). A maioria dos casos € idiopatica, mas suspeita-se que se deva a
destruicdo imunomediada do cortex adrenal (STONEHEWER; TASKER, 2001;
GRECO, 2007; SCOTT-MONCRIEFF, 2010; LATHAN, 2020). Infiltracdo neoplasica
nas glandulas adrenais especialmente por linfoma (FELDMAN; NELSON, 2004; GUNN-
MOORE, 2005; LATHAN, 2020) e trauma abdominal também foram relatados como
causadores de hipoadrenocorticismo em gatos (LATHAN, 2020).

O hipoadrenocorticismo secundario pode ser devido a um distarbio congénito ou
pode resultar de lesGes destrutivas da hipofise ou hipotalamo, incluindo neoplasia,
inflamacdo (RUNDISKY et al., 2015). Ocasionalmente, o hipoadrenocorticismo
secundario pode ser iatrogénico, causado pela descontinuacéo abrupta de medicamentos
glicocorticoides, ou ap0s a administracéo de progestagenos (STONEHEWER; TASKER,
2001). Foi demonstrado que as doses terapéuticas de acetato de megestrol suprimem a
resposta do cortisol plasmatico ao ACTH, resultando em atrofia do cdrtex adrenal em
gatos (GUNN-MOORE, 2005).
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Os sinais clinicos observados com hipoadrenocorticismo sdo frequentemente muito
vagos no gato. Os achados mais comuns séo letargia, prostracdo, fraqueza, tremores,
disorexia, perda de peso, desidratacdo, hipotermia, colapso, pulso fraco e bradicardia.
Outros achados menos comuns em gatos incluem vomitos, dor abdominal, polilria e
polidipsia (PETERSON et al., 1989; GUNN-MOORE, 2005; GRECO, 2007; SICKEN;
NEIGER, 2013).

Como os sinais clinicos sdo similares a outras doencas, a sindrome de Addison
muitas vezes passa despercebida na apresentacdo inicial. Os diagnosticos diferenciais
comuns incluem insuficiéncia renal, gastroenterite, cetoacidose diabética, pancreatite e
choque séptico. Por esse motivo, testes diagnosticos sdo necessarios para confirmar a
presenca de hipoadrenocorticismo e para excluir outros distirbios que causam sinais
semelhantes. Um diagnostico definitivo de hipoadrenocorticismo requer a demonstracédo
de reserva adrenal inadequada por meio do teste de estimulacdo com ACTH, que é
considerado o padrdo-ouro para este diagnostico. Uma vez que o teste avalia somente
concentracdes de cortisol, ndo € possivel diferenciar a origem da insuficiéncia adrenal
(primaria ou secundaria). A avaliacdo da concentracdo de ACTH enddgeno pode ajudar
a fazer esta distin¢do, pois animais com hipoadrenocorticismo primario tém niveis
elevados de ACTH enddgeno, enquanto animais com hipoadrenocorticismo secundario
tém concentracdo de ACTH enddgeno muito baixa (GUNN-MOORE, 2005; SCOTT-
MONCRIEFF, 2010, TARDO et al., 2021).

2.7 Insuficiéncia Corticosteroide Associada a Doenca Critica

A estimulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), resultando em um nivel
plasmético elevado de cortisol, € uma das reagcBes hormonais mais importantes a
agressdes graves, como trauma, sepse ou cirurgias de grande porte. O cortisol tem papel
vital na manutencdo do tonus vascular normal, na permeabilidade vascular e na
distribuicdo da agua corporal total, além de potencializar a a¢do vasoconstritora das
catecolaminas (BEISHUIZEN; THIJS, 2001).

A sindrome de insuficiéncia de corticosteroide relacionada a doenga critica (CIRCI),
anteriormente conhecida como insuficiéncia adrenal relativa, é definida como uma
disfungdo enddcrina em pacientes criticamente enfermos, resultando em atividade de

cortisol inadequada para a gravidade existente da doenca. Clinicamente o quadro se
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caracteriza principalmente por hipotensdo refrataria a administracdo de fluidos e de
farmacos vasopressores adequadamente administrados (ANNANE et al., 1998;
MARTIN, 2011; CREEDON, 2015). O quadro pode resultar de alteracdes em um ou mais
niveis do eixo HPA, além de vias do metabolismo dos glicocorticoides, ou diminui¢do da
sensibilidade periférica dos receptores teciduais de glicocorticoides (SCHROEDER et
al., 2001; MARIK et al., 2008; DE JONG et al., 2015, PEETERS et al., 2015). No
entanto, sua fisiopatologia multifatorial é apenas parcialmente compreendida, e ndo ha
consenso absoluto quanto aos critérios para o diagnéstico de CIRCI em medicina humana
ou veterindria. A campanha Surviving Sepsis recomenda considerar um paciente como
afetado por CIRCI se o choque resistente a vasopressores responder a suplementagdo com
hidrocortisona (DELLINGER et al., 2013).

Os relatos de CIRCI na literatura veterinaria sdo limitados a relatos de casos raros e
avaliacdo do eixo HPA em pequenos grupos de animais criticamente enfermos. Na
maioria das publicacGes veterinarias, a avaliacdo do comprometimento do eixo HPA foi
baseada nos valores do delta cortisol (a diferenca nas concentracfes de cortisol antes e
apos a administracdo de ACTH) (BURKIT, 2015). No entanto, como CIRCI pode resultar
de diferentes aspectos do comprometimento do eixo HPA, os niveis de cortisol basal
podem estar acima ou nos intervalos de referéncia e ser insuficientes para atender as
necessidades do paciente (MARIK et al., 2008; CREEDON, 2015).

Em um estudo, cdes com trauma grave, sepse ou volvo de dilatacdo gastrica
apresentaram valores reduzidos de A-cortisol em comparacdo com os controles. Além
disso, cdes com valores mais reduzidos de A-cortisol foram mais propensos a receber
vasopressores (MARTIN et al., 2008). Em outro estudo, tanto a hipotensdo quanto a
diminuicdo da sobrevida foram associadas a valores mais baixos de delta cortisol em cées
sépticos (BURIK et al., 2007). No estudo realizado por Jerico et al. (2020), a funcdo do
eixo HPA foi avaliada em 10 cées controle e em 16 cdes portadores de doengas criticas,
por meio de determinacdes de ACTH enddgeno, cortisol basal e cortisol apds estimulo
com baixa dose de ACTH sintético (1pg/kg, 1V). A dose de ACTH testada se mostrou
eficaz para avaliacdo da fungéo adrenal em cées sadios e doentes. Apesar de uma parcela
de cées criticos estudados, em especial com sepse, ter apresentado evidéncias de resposta
corticosteroide inadequada frente ao estresse, ndao foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos para os resultados de ACTH enddgeno, cortisol apos
estimulagdo ou A-cortisol (JERICO et al., 2020). Na espécie felina, faltam estudos
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avaliando a CIRCI, avaliacdo do eixo HPA através do teste de estimulagdo por ACTH,
bem como resposta a terapia.
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3 ARTIGO

O material e os métodos, resultados e discussdo do presente estudo serdo
apresentados na forma de artigo cientifico editado para submissdo para a revista Domestic

Animal Endocrinology.
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Resumo

O teste de estimulacdo com o hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) é utilizado para
avaliacdo da reserva adrenal na Medicina e Medicina Veterinaria. Em gatos, a
equivaléncia de uma dose de 5 pg/kg em relacdo a dose de 125 pg/gato ja foi
documentada, utilizando diferentes formas de ACTH sintético como o tetracosactide
(Synacthen®) e a cosintropina (Cortrosyn®). O objetivo desse trabalho foi de avaliar se as
doses de 1 pg/kg ou 5 pg/kg apresentam equivaléncia com a dose tradicional de 125
pg/gato em gatos saudaveis utilizando uma apresentacdo de ACTH porcino sintético
recombinante (ACTHEL®) administrado pela via intravenosa. Sete gatos saudaveis e
castrados, quatro machos e trés fémeas, com idade média de 4 anos e meio, e peso médio

de 4,2kg. Cada gato recebeu a dose de 1 pg/kg, 5 pug/kg e 125 pg/gato de ACTHEL® via
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endovenosa, com 7 dias de intervalo entre os testes. Amostras de sangue foram coletadas
antes e uma hora apds a administracdo do ACTHEL® para dosagem de aldosterona,
androstenediona, cortisol e progesterona. Nenhuma dose testada promoveu aumento
documentavel na concentragdo sérica de androstenediona. Houve diferenca significativa
(p = 0,03) entre as amostras basais e p6s-ACTH com a administracdo de 1 pg/kg apenas
com relagdo a progesterona. A dose de 5 pg/kg promoveu aumento significativo da
secrecdo adrenal de aldosterona (p = 0,01) e progesterona (p = 0,01). Com relagéo a dose
de 125 pg/gato, esta promoveu elevacdo significativa (p = 0,01) da concentracdo de
aldosterona, cortisol e progesterona. A comparagdo dos A-hormonais, sugere que a dose
de 125 pg/gato é mais efetiva em provocar a resposta maxima de aldosterona, cortisol e
progesterona, devendo ser a dose preconizada para aumentar a sensibilidade do teste de
estimulagdo por ACTH como teste diagnostico. No entanto, as doses de 1 pg/kg e de 5
Hg/kg podem ser interessantes na investigacdo de sindrome de insuficiéncia adrenal
relativa do paciente critico.

Palavras-chave: Aldosterona; Androstenediona; Cortisol; Progesterona

1. Introducéo

O teste de estimulacdo com ACTH é comumente aplicado para avaliar a reserva
adrenocortical na préatica clinica. Em gatos, é usado principalmente para avaliar a
producdo adrenocortical de cortisol, progesterona e androgenos [1-7]. Embora os
reguladores primarios da secrecédo de aldosterona sejam o sistema renina-angiotensina e
a concentracédo extracelular de potassio, 0 ACTH atua como um estimulante adicional [8-
10], assim, a administracdo de ACTH ex0geno em gatos provoca aumento na secre¢édo de

aldosterona, e é util na avaliagdo da fungdo mineralocorticoide adrenal [9].
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As preparagdes de ACTH comumente utilizadas incluem extratos naturais da
glandula pituitdria (ACTH gel; com 39 aminodcidos), polipeptidios sintéticos
(tetracosactide ou cositropina) que contém 1-24 sequéncias de aminoécidos do ACTH
natural [11-13] e, recentemente, foi langada uma apresentacdo de ACTH porcino sintético
recombinante (ACTHEL®) previamente validada para uso em cées [14]. Os ACTHs
sintéticos sdo mais recomendados do que o gel de ACTH para teste do eixo pituitéario-
adrenocortical, devido a sua pureza e potencial reduzido de reagdes adversas, bem como
devido ao fato de poder ser administrado por via intravenosa (IV) e intramuscular (IM)
[11-13].

O teste de estimulacdo com ACTH é normalmente realizado pela administracéo
de 5 pg/kg ou 125 pg/gato de tetracosactida ou cosintropina IV, com mensuracdo de
cortisol sérico em 0 e 60 minutos [15-20]. O teste é recomendado como alternativa ao
diagndstico de pacientes com suspeita de hipercortisolismo (HC) que apresentaram
resultados negativos no teste de supressdo com baixa dose de dexametasona, apesar de
sua menor sensibilidade para este fim [21]; no diagndstico do hipoadrenocorticismo
[22,23], além de eventualmente encontrar aplicagbes na caracteriza¢do da sindrome de
insuficiéncia de corticosteroide relacionada a doenca critica (CIRCI) [24]. Além disso o
teste de estimulacdo por ACTH também apresenta aplicabilidade no monitoramento do
tratamento do hipercortisolismo enddgeno com farmacos inibidores da sintese de cortisol,
como o trilostano [25].

Em cées, ao longo dos anos se demonstrou que doses minimas de cosintropina (1
Hg/kg) sdo igualmente eficazes para testes de estimulacdo destinados & monitoramento
terapéutico, ou diagnostico de HC (5 pg/kg) [26]. Com relagdo a espécie felina, a
equivaléncia de uma dose de 5 pg/kg em relacdo a dose de 125 pg/gato j& foi

documentada, utilizando diferentes formas de ACTH sintético como o tetracosactide
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(Synacthen®) e a cosintropina (Cortrosyn®) [20]. Com isso, o custo do teste reduziu
significativamente para os tutores, favorecendo sua realizagdo com maior frequéncia.
Apesar disso, ambos Synacthen® e Cortrosyn® sio de dificil obtencéo, e, muitas vezes,
apresentam custos demasiadamente onerosos para alguns tutores.

A apresentacdo de ACTH porcino sintético recombinante (ACTHEL®, 25UI), é mais
acessivel em termos de distribuicdo e custo e ja € utilizada em cées [14]. O produto é
fornecido liofilizado em um frasco ampola, e acompanhado de uma solucéo estéril para
ressuspensdo do mesmo. Cada frasco ampola contém 25Ul de corticotropina suina
sintética e 50 mg de manitol. Cada ampola solvente contém cloreto de sédio (10,078 mg),
acido cloridrico (g.s.p. pH 3) e &gua para injecdo (g.s.p. 2mL). Apos ressuspensao, o
produto deve ser mantido refrigerado e utilizado em até sete dias, ou em até 30 dias se
congelado a -20°C de acordo com as orientagdes do fabricante. Dessa forma, o objetivo
desse trabalho foi de avaliar a eficéacia e seguranca de diferentes doses do ACTHEL® (1
ug/kg, 5 ng/kg e 125 ug/gato) para realizacdo do teste de estimulacdo por ACTH em

gatos.

2. Material e Métodos

A pesquisa foi desenvolvida no Hospital de Clinicas Veterinarias na Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (HCV-UFRGS) no més de dezembro de 2020 e aprovada
pela Comissdo de Pesquisa da Faculdade de Veterinaria e pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, projeto n® 39741. Um
consentimento escrito foi assinado pelos proprietarios dos gatos para participacdo no

estudo.
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2.1 Animais

A populacao estudada foi composta por sete gatos, com idade media de quatro anos
de idade (variando entre dois anos e um més a oito anos e seis meses) e peso médio de
4,2 quilos (3,2 a 5,5kg). Dos sete gatos, quatro eram machos e trés eram fémeas, todos
castrados e sem raca definida. Os gatos foram definidos como clinicamente saudaveis por
meio do historico, exame fisico e avaliacdo laboratorial composta de hemograma, perfil
bioquimico sérico [ureia, creatinina, albumina, alanina aminotransferase (ALT), fosfatase
alcalina (FA), Gama GT, bilirrubina total, célcio total, calcio ionizado, fosforo, sodio e
cloreto, hemogasometria venosa e urinalise. Todos os pacientes foram testados negativos
para os virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e da leucemia felina (FeLV) pelo teste de
ELISA.

Os pacientes foram selecionados por conveniéncia, ndo havendo limitacao de idade,
SeX0 ou peso para participacdo, e somente a condicdo de serem castrados, doceis e
saudaveis eram obrigatorias. Foram definidos como ddceis aqueles gatos que era
permissivos a manipulacéo e coleta de sangue com um minimo de contencao, e que ndo
mostravam reatividade como agressividade e postura amedrontada perante 0s
procedimentos. Todos 0s gatos ja haviam visitado o local do estudo em diferentes
momentos para avaliacdo e exames de check-up antes da realizagdo dos testes. No
primeiro dia da pesquisa, dez gatos foram levados ao hospital, e desses 0s setes gatos
participantes foram selecionados e ja iniciaram a participacdo na pesquisa no primeiro
dia. Foram adotados como critérios de exclusdo a suspeita de doenca clinica, a presenca
de alteracdes importantes nos exames hematologicos e bioquimicos, pacientes intactos ou

gue ndo fossem ddceis para transporte e manuseio.
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2.2 Procedimentos experimentais

Os testes de estimulacdo por ACTH foram realizados em trés dias diferentes (dias 1,
8 e 15) com uma semana de intervalo cada, sempre entre 9h e 11h da manhd, com as doses
de 1 png/kg (equivalente a 3,3 a 5,5 pg/gato), 5 pg/kg (equivalente a 16 a 27,5 pg/gato) e
125 pg/gato (equivalente a 22,7 a 39,1 ng/kg), respectivamente. A realizacdo dos testes
aplicando doses em ordem crescente foi adotada com o objetivo de avaliar a seguranca
de doses progressivamente maiores.

Cada frasco do ACTH porcino sintético liofilizado foi reconstituido em 2 mL da
solucdo solvente de acordo com as instrucfes do fabricante. Os testes foram realizados
no mesmo dia ap0s a reconstituicdo, ou no maximo ap6s uma semana, sendo as aliquotas
mantidas congeladas a —20°C por até uma semana em seringas de 1 mL até o uso.

Em todos os dias de experimento, preconizou-se 0 manejo “Cat Friendly”
recomendado pela Associacdo Americana de Clinicos de Felinos (AAFP — American
Association of Feline Practitioners) [27]. Os gatos eram provenientes de um mesmo
abrigo, e eram transportados no mesmo veiculo, em caixas de transporte individuais, com
a utilizacdo de feromonio felino Feliway Classic® spray borrifado no veiculo 15 minutos
antes do transporte dos gatos, conforme recomendacdo do fabricante, para reducdo do
estresse [28]. Ao chegarem no HCV-UFRGS, os pacientes eram aclimatados no gatil, e
acondicionados em boxes individuais, e entdo eram iniciados o0s procedimentos
experimentais. O Feliway Classic® spray foi borrifado no gatil 15 minutos antes do
manejo gatos. Cada gato era manipulado individualmente em mesas de inox para coleta
de sangue e aplicacdo do ACTH, respeitando a mesma ordem dos pacientes e 0s horarios
especificos.

Para realizacdo dos testes, foi seguido o0 seguinte protocolo: 1) contensdo fisica leve

para coleta de 3 mL sangue da veia jugular utilizando seringa com agulha hipodérmica
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25 x 7 mm para determinacéo basal dos hormonios aldosterona, androstenediona, cortisol
e progesterona, 2) administragdo por via intravenosa do ACTH sintético ACTHEL® na
veia cefélica com seringa de 1 mL e agulha 13x 4 mm, 3) manutencdo dos pacientes em
boxes individuais com portas de acrilico e providos de 4gua a vontade e liteira, e 4) nova
contencdo fisica leve, ap6s 60 minutos da aplicagdo do ACTH, para coleta de 3 mL sangue
da veia safena medial utilizando seringa e scalp 21G para determinagdo dos hormoénios
aldosterona, androstenediona, cortisol e progesterona pds-ACTH. As amostras de sangue
foram acondicionadas em tubos sem anticoagulante e apds retracdo de coagulo a
temperatura ambiente foram imediatamente centrifugadas por 3 minutos a 3.000 rpm e

congeladas em criotubos a -20°C até analise.

2.3 Ensaios Hormonais

Todas as determinacdes hormonais foram realizadas em laboratério privado. O envio
das amostras para o laboratério foi realizado semanalmente, tendo sido realizados trés
lotes de analises. A determinacdes de aldosterona, cortisol e progesterona foram
realizados por radioimunoensaio competitivo com os kits ImmuChem™ Aldosterone
DA, ImmuChem™ Cortisol CT, e ImmuChem™ Progesterone CT (MP Biomedicals,
EUA), respectivamente Todos os ensaios competitivos utilizaram iodo™? como
marcador. As amostras foram lidas em um Contador Gamma (C-12, Diagnostic Produtcs
Corporation, United States of America). As mensuragdes de androstenediona, por sua
vez, foram realizadas por quimiluminescéncia com o kit IMMULITE Androstenedione
(Immulite 1000, Siemens, Reino Unido). Os coeficientes de variacdo intraensaio e

interensaios obtidos nas determinagdes estdo expressos na Tabela 1.
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2.4 Andlise estatistica

Os dados foram avaliados quanto a distribuicdo normal pelo teste Shapiro-Wilk.
As concentracdes basais e pds-ACTH de cada hormonio avaliado foram comparadas pelo
teste de Wilcoxon para amostras pareadas. Os resultados das amostras basais em cada dia
de teste, e os delta-hormonais frente a cada dose testada foram comparados por meio do
teste de Friedman seguido do teste de comparagdes multiplas de Dunn. Foram
considerados significativos os resultados com valor de p < 0,05. Para estas analises, foram
utilizados os softwares Excel (Windows Microsoft, Redmond, WA) e GraphPad Prism,

versdo 6.0 (GraphPad Software Inc, La Jolla, CA).

3. Resultados

O farmaco mostrou-se seguro para 0 Uso nessa espéecie, ndo tendo sido reportado
nenhum efeito colateral nos pacientes avaliados. Os pacientes mantiveram-se calmos e
tranquilos durante as coletas e tempo de espera, além de ndo ter sido reportado nenhuma
reacao adversa apos realizacdo dos testes. Os valores minimos e maximos, bem como os
intervalos de referéncia dos horménios mensurados estdo descritos na Tabela 2.

A concentracdo basal de aldosterona estava significantemente maior no primeiro
dia de tratamento (dose de 1 pg/kg de ACTHEL®) em relagdo aos valores basais
documentados nos dias de testes subsequentes (p = 0,02). N& houve diferenca
significativa entre aldosterona p6s-ACTH e aldosterona basal com a dose de 1 pg/kg de
ACTHEL®, apesar de seis pacientes terem apresentado resultados p6s-ACTH maiores
que os basais. Ambas as doses de 5 pg/kg e 125 pg/gato promoveram elevagéo
significativa da aldosterona p6s-ACTH (p = 0,01). Entretanto, a dose de 5 pg/kg foi
suficiente para estimular um aumento claro da producéo de aldosterona somente em dois

gatos, ocorrendo uma elevacdo mais discreta nos demais. Em contrapartida, a dose de 125
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pg/gato promoveu um aumento claro na concentragéo de aldosterona em 100% dos gatos,
sendo significativa a diferenca de A-Aldosterona entre as doses de 5 pg/kg e 125 pg/gato
de ACTHEL® (p =0,004). A Figura 1 apresenta os valores basais de aldosterona em cada
dia de teste (Fig.1A), comparacdo dos resultados de A-Aldosterona frente a cada dose
testada (Fig.1B), bem como as respostas individuais de cada paciente as doses de 1 pg/kg
(Fig.1C), 5 pg/kg (Fig.1D) e 125 pg/gato (Fig.1E).

A concentracédo basal de androstenediona estava no limite minimo de deteccéo do
ensaio (<0,3 ng/mL), e dentro do intervalo de referéncia para a espécie em animais
castrados, em todos os trés momentos de testes. Nenhuma dose testada de ACTHEL®
estimulou significativamente o aumento da concentracdo desse hormoénio. Apenas um
paciente apresentou aumento na concentracdo de androstenediona pés-ACTH frente ao
estimulo com a dose de 1 pg/kg. A Figura 2 apresenta os valores basais de
androstenediona em cada dia de teste (Fig.2A), comparacdo dos resultados de A-
Androstenediona frente a cada dose testada (Fig.2B), bem como as respostas individuais
de cada paciente as doses de 1 pg/kg (Fig.2C), 5 pug/kg (Fig.2D) e 125 pg/kg (Fig.2E).

N&o houve flutuacdo significativa na concentracdo basal de cortisol ao longo dos
momentos de estudo (p = 0,22) como demonstrado na Figura 3A. Os resultados de cortisol
p6s-ACTH frente as doses de 1 pg/kg (p = 0,37) e 5 pg/kg (p = 0,07) de ACTHEL® ndo
apresentaram diferenca significativa dos valores basais, sendo significativa somente a
resposta a dose de 125 pg/gato (p = 0,01). Entretanto, os resultados de A-Cortisol nédo
diferiram entre as doses de 1 pg/kg e 5 pug/kg, ou entre 5 pug/kg e 125 pg/gato conforme
demonstrado na Figura 3B. Trés dos sete pacientes avaliados apresentaram respostas
marcadas a administragdo de 1 pg/kg e de 5 pg/kg apesar dos demais pacientes ndo, como
evidenciado nas Figuras 3C e 3D. A dose de 125 pg/gato provocou resposta secretora de

cortisol em 100% dos pacientes (Fig.3E)
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As contragOes basais de progesterona (Figura 4A) ndo apresentaram flutuacao
significativa nos diferentes dias de testes (p = 0,11). Todas as doses de ACTHEL ®testadas
demonstraram-se capazes de induzir resposta na secrecdo de progesterona pés-ACTH 1
pg/kg (p = 0,03), 5 pg/kg (p = 0,01) e 125 pg/gato (p = 0,01) conforme demonstrado nas
Figuras 4C-D. Apesar disso, houve diferenca significativa sobre os valores de A-
Progesterona quando comparada a dose de 1 pg/kg com 5 pg/kg de ACTHEL® (p = 0,04)

conforme demonstrado na Figura 4B.

4. Discussao

Esse foi 0 primeiro estudo que avaliou diferentes doses do ACTHEL® para realizacdo
do teste de estimulacdo por ACTH em felinos domésticos, avaliando diferentes
hormdnios adrenocorticais. A auséncia de efeitos colaterais nos pacientes avaliados, bem
como auséncia de efeitos adversos da aplicagédo intravenosa de diferentes doses desta
apresentacdo de ACTH sintético em gatos, estad de acordo com estudos anteriores que
consideraram este teste um procedimento seguro em gatos [17, 18, 20, 25].

As doses alternativas testadas de ACTHEL® nesse estudo foram comparadas a dose
125 pg/gato de ACTH, mais comumente usadas para teste de estimulacdo adrenal em
gatos [1-7,9] e considerada a dose que causa secrecdo adrenocortical maxima de cortisol
[18,19]. As coletas para mensuragdo hormonal foram realizadas em 0 e 60 minutos,
conforme preconizado na literatura [15-20]. Doses menores de ACTHEL® no presente
estudo ndo resultaram em uma resposta adrenocortical equivalente a dose tradicional de
125 pg/gato para todos os hormoénios mensurados, exceto para progesterona que
respondeu a todas as doses testadas, diferentemente do resultado encontrado por DeClue
e colaboradores (2011) que reportaram essa equivaléncia utilizando a dose de 5ug/kg de

cosintropina para estimulo da producao de cortisol e aldosterona [20].
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A dose de 1 pg/kg de ACTHEL® ndo foi suficiente para estimular de forma
significativa o0 aumento na concentracao de cortisol, apesar de j& ter sido demonstrada a
efetividade desta dose em relacdo a dose de 5 pg/kg de tetracosactide para avaliagcdo da
reserva adrenal em cdes com HC em tratamento com trilostano e em cées com suspeita
da doenca [29]. Outro estudo [18] avaliou as doses de cosintropina 1,25 pg/gato, 12,5
Hg/gato e 125ug/gato em 6 gatos saudaveis, e todas promoveram aumento significativo
da concentracéo de cortisol. Entretanto, a dose de 125 pg/gato resultou em uma resposta
adrenocortical significativamente mais prolongada [18]. A falta de resposta significativa
de cortisol as doses de 1 pg/kg e 5 pg/kg de ACTHEL® no presente estudo pode refletir
uma menor afinidade dos receptores de ACTH da espécie felina a corticotropina
recombinante suina em relacdo aos analogos sintéticos cosintropina e tetracosactide. Esta
diferenca pode estar relacionada a estrutura do ACTH felino em relagcdo ao ACTH suino
[30, 31].

No estudo de DeClue e colaboradores (2011) [20], embora o pico de concentracfes
séricas de cortisol apos estimulacdo com cosintropina na dose de 1 ou 2,5 pg/kg terem
sido significativamente maiores do que os valores basais, foram significativamente
menores do que as obtidas apds a administracdo de 125 pg/gato, e a dose de 5 pg/kg foi
considerada equivalente a dose de 125 pg/gato. No presente estudo, as variacdes ndo
significativas de cortisol p6s-ACTH com as doses de 1 e de 5 pg/kg de ACTHEL® podem
ser atribuidas a diferente sensibilidade dos pacientes ao estimulo com baixas doses de
ACTH. No entanto, estas diferencas podem refletir meramente flutuagdes circadianas na
cortisolemia.

Uma dose mais baixa de ACTH pode ser preferida em vez da dose padréo para
fornecer uma resposta mais sensivel para detectar CIRCI e reducBes na reserva

adrenocortical [30,31,32,33]. No entanto, atualmente em medicina, o uso do teste de
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estimulacdo com ACTH para identificar pacientes com CIRCI que requerem tratamento
com corticosteroides ndo é recomendado [36-38], sendo considerada a possibilidade de
CIRCI quando a fluidoterapia e a hipotensdo resistente ao uso de vasopressor respondem
a administracdo de hidrocortisona [36,38,39]. Na medicina veterinaria, os relatos do uso
do teste de estimulacdo com ACTH para deteccdo de CIRCI em gatos séo esparsos, sendo
que o emprego desse teste, bem como as doses recomendadas ainda ndo séo consensuais.

De acordo com Peterson & Kempanien (1993) [18], a dose de 125 pg/gato, a0 menos
quando administrada por via intravenosa excede a dose necesséria para estimulacao
adrenocortical méxima em gatos clinicamente saudaveis quando a amostra pds-ACTH é
coletada em 60 minutos, e que doses menores estimulam o cértex adrenal, porém o pico
da concentracdo plasmatica de cortisol tende a ocorrer mais cedo (em 30 minutos) e as
concentragdes voltam aos valores basais mais rapidamente. Apesar de ndo termos
avaliado o pico e a duracdo da resposta ao teste ao estimulo por ACTH em nosso estudo,
a resposta inferior da dose de 5 pg/kg de ACTHEL® em relacdo a dose de 125 pg/gato
pode ter tido relacdo com tempo para o pico de secre¢do [18], apesar de alguns pacientes
terem demonstrado resposta satisfatoria a esta dose menor apds 60 minutos do estimulo
(Fig.3D).

A dose testada de 5 pg/kg de ACTHEL® apresentou resposta inferior a dose de 125
pg/gato nesse estudo, diferente do estudo de DeClue e colegas (2011) [20]. Se a dose
mais alta for considerada de acordo com o peso dos gatos, nossos pacientes receberam
doses entre 22,72 pg/kg e 39,06 pg/kg de ACTHEL®, sendo necessario mais estudos para
determinar uma dosagem minima inferior a dose de 125 pg/gato capaz de causar estimulo
adrenocortical madximo a producdo de cortisol.

Com relacdo & estimulagio a secrecéo de aldosterona, a dose de 5ug/kg de ACTHEL®

foi a dose minima testada que apresentou resposta significativa, embora a dose de 125
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pg/gato tenha causado aumento mais pronunciado nas concentragdes de aldosterona em
todos 0s gatos como demonstrado na comparagao entre os A-aldosterona frente as doses
de 5ug/kg e 125 pg/gato. Picos de secrecdo de aldosterona ja foram descritos entre 30 e
60 minutos apds a administracdo de cosintropina na dose de 125 pg/gato [9]. Um estudo
demonstrou que a administragcdo 1V de cosintropina resultou na secrecdo de aldosterona
com pico e a duracdo da resposta dose-dependentes [20]. A resposta méaxima da
aldosterona quando a cosintropina foi administrada na dose de 125 pg/gato ocorreu aos
60 minutos. A administracdo de cosintropina nas doses de 2,5 e 5 pg/kg, apesar de terem
se mostrado equivalentes a da dose de 125 pg/gato, resultou em um pico de resposta de
aldosterona aos 45 minutos [20]. Apesar de nossos resultados ndo terem avaliado curvas
de tempo para pico de secrecdo de cada hormodnio frente as doses estudadas, a
recomendagdo do uso de uma dose de ACTHEL® de 125 pg/gato parece mais adequada
para documentar resposta maxima com coleta aos 60 minutos.

Apesar de todas as doses de ACHEL® testadas terem estimulado um incremento
significativo na concentracdo de progesterona, a analise individual dos pacientes a cada
dose (Fig.4C-D), mostra que nem todos os pacientes responderam as doses mais baixas.
Em termos diagndsticos, o uso de dose menores do ACTHEL® pode impactar a
capacidade de documentacdo de hiperprogesteronemia em pacientes com sinais clinicos
compativeis (i.e., sinais clinicos de hipercortisolismo e ou diabetes mellitus associados a
resposta negativa em teste de supressdo por dexametasona apesar da presenca de tumor
adrenal) nos quais a progesteronemia basal ndo tenha sido suficiente para documentar o
distarbio [2,5,41]. Em estudos anteriores, a dose tradicional de 125 ug/gato ou diferentes
doses mais altas do que 1 pg/kg foram utilizadas para estimular a producdo de
progesterona em gatos com suspeita de hiperprogesteronismo [2,5,6,41,42,44]. Além

disso, é importante enfatizar que, como a progesterona é um precursor hormonal no cortex
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adrenal, a documentacdo da sua elevacdo basal, ou p6s-ACTH, apresenta baixa
especificidade para o diagnostico de doencas relacionadas ao cortex adrenal. N&o é
compreendido como o0s horménios sexuais causariam sinais clinicos de HC, e a
progesterona € o hormdnio mais mencionado como causador desses sinais. Devido a sua
meia-vida curta, no entanto, pouco se sabe sobre os efeitos das concentracbes séricas
elevadas [45].

Nenhuma dose de ACTHEL® utilizada nesse estudo foi suficiente para induzir a
secrecdo de androstenediona, e apenas um gato apresentou elevagdo apds a administracéo
de 1 pg/kg, o que provavelmente reflete uma flutuacéo fisioldgica do horménio, uma vez
que doses maiores ndo surtiram efeito, mesmo no mesmo paciente. Tumores adrenais
produtores de andrégenos como a androstenediona [47] e mais comumente testosterona
[46,47] ja& foram relatados causando alteracfes comportamentais e sinais de HC em gatos
[2,25]. DeClue e colegas (2005) ndo encontraram aumento na secrecao de testosterona e
androstenediona com a administracdo 150 pg/gato ACTH em um gato com
hiperaldosteronismo e hiperprogesteronismo causado por um carcinoma adrenocortical
[5]. Em nosso estudo ndo foram avaliados outros androgenos como testosterona e
dehidroepiandrosterona, porém nos quadros clinicos associados a elevacdo de
androgenos, normalmente a mensuracdo basal deles é suficiente para demonstrar elevacédo
[44]. Contudo, sdo necessarios estudos adicionais para avaliar o impacto de diferentes
doses do ACTHEL® sobre a secregdo de andrégenos adrenais.

Avaliar a resposta hormonal dindmica é inerentemente dificil. Ha uma infinidade de
fatores que influenciam o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal que devem ser considerados
ao interpretar esses dados. O estudo de Javadi e colegas (2004) demonstrou que 0 sexo e
o estado de castracdo ndo afetaram as concentracgdes séricas de cortisol ou aldosterona em

gatos [48], no entanto, o desenho do nosso estudo de incluir somente animais castrados
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foi importante para diminuir vieses relacionados & progesterona e androstenediona. A
idade é outro fator que altera a responsividade adrenocortical [10]. A influéncia da idade
na responsividade adrenocortical em gatos néo foi avaliada; portanto, nossos resultados
devem ser interpretados com cautela ao aplicar essas informagdes a gatos mais velhos.
Além disso, a via de administracdo do ACTH influencia a resposta adrenocortical. Em
gatos, a administracdo 1V de cosintropina a 125 pg/gato resulta em um pico de cortisol
sérico significativamente maior do que a administracdo IM [17]. Estudos s@o necessarios
para avaliacio do padrdo de secre¢do hormonal com a administragio ACTHEL® via IM.
Muitos estudos que avaliam estresse agudo em gatos mensuram cortisol sérico ou
plasmatico [47-50]. Para contornar a interferéncia do estresse, foi utilizado um ambiente
exclusivo para os gatos, feroménio felino Feliway Classic® spray de ambientes [28]
musicoterapia “Scooter Bere’s Aria” [51] e a manipulagdo gentil com os animais de
acordo com as boas praticas preconizadas pela AAFP [27]. Na opinido dos autores, estes
procedimentos minimizaram o estresse da participacdo do estudo para os gatos. Além
disso, ndo houve um padrdo de aumento da secrecdo de cortisol apos a manipulacédo dos
pacientes no primeiro dia do estudo, e alguns gatos apresentaram reducao dos niveis de
cortisol nos diferentes dias de testes (Fig.3A), apoiando a ideia de que os procedimentos
ndo causaram estresse a ponto de ocasionar uma elevacdo na secre¢do de cortisol ou nos

demais esteroides avaliados que interferisse nos nossos resultados.

5. Conclusao

Em conclusdo, ACTHEL® é uma medicagdo segura para teste de estimulagdo por
ACTH em gatos. A dose de 125 pg/gato foi considerada melhor para induzir a secrecéo
méaxima de cortisol e de aldosterona, embora a dose de 5 pg/kg tenha sido suficiente para

causar um aumento equivalente em uma propor¢do menor de pacientes. A dose de 1 pg/kg
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foi suficiente apenas para o estimular a secrecéo de progesterona, enquanto nenhuma dose
avaliada foi suficiente para estimular a secre¢do de androstenediona. Como esses
hormdnios costumam ser mensurados concomitantemente na pratica clinica, a dose 125
ug/gato de ACTHEL® foi considerada a mais apropriada para avaliar a resposta adrenal

méaxima de aldosterona, cortisol e progesterona.
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Coeficientes de variacdo intra-ensaio e inter-ensaio dos ensaios para mensuracdo de

aldosterona, cortisol, progesterona e androstenediona.

ImmuChem ™ ImmuChem ™ ImmuChem ™  IMMULITE
Aldosterone DA  Cortisol CT Progesterone CT Androstenedione
CV Intra-ensaio 6,76 % 6,33 % 6,93 % 6,40 %
CV Inter-ensaio 8,13 % 14,00% 8,70 % 9,50 %
Tabela 2.

Valores minimos e maximos e valores de referéncia para os hormoénios Aldosterona,

Androstenediona, Cortisol e Progesterona, apds a aplicacdo de 1 pg/kg, 5 pg/kg e 125

ug/gato de ACTHEL®.
Aldosterona  Androstenediona Cortisol Progesterona
(pg/mL) (ng/mL) (Hg/dL) (ng/mL)

Min-Max basal ~ 0,12-145,3 0,3-0,3 7,1-59,20 0,01-1,18
Referéncia Basal 70-140 0,14-0,32 10-30 <1,00
Min-Max 45,77-192,61 0,3-0,59 28,2-63,9 0,01-1,59
pos 1 pg/kg

Min-Max 13,76-147,24 0,3-0,3 23,0-107,1 0,04-3,29
pos 5 pg/kg

Min-Max 47,83-182,43 0,3-0,3 33,0-102,1 0,12-3,11

pos 125 pg/gato
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Figura 1. Resultados hormonais de aldosterona. A) Comparacao entre os valores basais
de aldosterona nos diferentes dias de teste de estimulacdo. B) Comparagédo entre os
valores de A-aldosterona frente a cada dose de ACTHEL® estudada. C-E) Comparag&o
entre os valores basais e pds-ACTH de aldosterona apds estimulo com as doses de 1
ug/kg, 5 pg/kg ou 125 pg/gato de ACTHEL®.
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Figura 2. Resultados hormonais de androstenediona. A) Comparacao entre os valores
basais de androstenediona nos diferentes dias de teste de estimulacdo. B) Comparacao
entre os valores de A-androstenediona frente a cada dose de ACTHEL® estudada. C-E)
Comparacdo entre os valores basais e pds-ACTH de androstenediona apés estimulo com
as doses de 1 pg/kg, 5 pg/kg ou 125 pg/gato de ACTHEL®,
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Figura 3. Resultados hormonais de cortisol. A) Comparacao entre os valores basais de
cortisol nos diferentes dias de teste de estimulagéo. B) Comparacédo entre os valores de
A-cortisol frente a cada dose de ACTHEL® estudada. C-E) Comparagao entre os valores
basais e p6s-ACTH de cortisol ap6s estimulo com as doses de 1 pg/kg, 5 pg/kg ou 125
ug/gato de ACTHEL®.
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Figura 4. Resultados hormonais de progesterona. A) Comparacao entre os valores basais
de progesterona nos diferentes dias de teste de estimulacdo. B) Comparagéo entre os
valores de A- progesterona frente a cada dose de ACTHEL® estudada. C-E) Comparagéo
entre os valores basais e pos-ACTH de progesterona apos estimulo com as doses de 1
ug/kg, 5 pg/kg ou 125 pg/gato de ACTHEL®.
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4 CONCLUSOES GERAIS

Em conclusdo, embora as doengas adrenais sejam pouco frequentes na rotina da
medicina felina, € importante que os clinicos tenham conhecimento dos seus sinais
clinicos e quando o teste de estimulacdo por ACTH é indicado na investigacédo
diagndstica. O ACTHEL® é uma medicacio segura para teste de estimulagdo por ACTH
em gatos. A dose de 125 pg/gato foi considerada melhor para induzir a secre¢cdo méaxima
de cortisol e de aldosterona, embora a dose de 5 pg/kg tenha sido suficiente para causar
um aumento equivalente em uma proporcao menor de pacientes. A dose de 1 pg/kg foi
suficiente apenas para o estimular a secrecdo de progesterona, enquanto nenhuma dose
avaliada foi suficiente para estimular a secrecdo de androstenediona. Como esses
hormbnios consumam ser mensurados concomitantes na pratica clinica, a dose 125
ug/gato de ACTHEL® foi considerada a mais apropriada para avaliar a resposta adrenal

méaxima de aldosterona, cortisol e progesterona.
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