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1. RESUMEN

El sindrome de Cushing es una patologia asociada a la excesiva produccion de
glucocorticoides, producto de una disfuncion del eje hipotalamo-hipofisis-
adrenocortical o por la administracion exégena de los mismos. Es una de las
endocrinopatias mas comunes en perros. La importancia de nuestro estudio es
aportar a nuevas generaciones informaciéon sobre esta tematica no abordada
hasta el momento en facultad. El objetivo del ensayo fue evaluar la
funcionalidad adrenal en caninos con diagnéstico clinico presuntivo de
sindrome de Cushing, mediante la prueba de estimulacion con ACTH. Como
método diagnéstico complementario se determinaron la fosfatasa alcalina
sérica (FAS) y la concentracién de colesterol. Para el estudio se realizé un
relevamiento entre los aflos 2006 y 2009 a nivel de la consuita en el Centro
Hospital Veterinario sobre la incidencia de esta patologia. Se seleccionaron 11
perros con diagnéstico presuntivo de sindrome de Cushing. A dichos animales
se las realizé el test de estimulacion con ACTH, se les determind colesterol y
FAS. Dos de los casos fueron positivos a la estimulacion con ACTH, uno de
ellos present6 colesterolemia elevada y el otro un aumento en los niveles de
FAS. En base de nuestros resultados concluimos que si bien, el nUmero de
animales evaluados fue reducido, para llegar a un diagnéstico definitivo de
sindrome de Cushing, la prueba de estimulacién con ACTH aislada no es
suficiente, es necesario realizar estudios complementarios como andlisis
clinicos de rutina (hemograma, lipidograma, orina), imagenologia (radiografia,
ecografia, resonancia magnética y tomografia computada) y por sobre todo
otras pruebas endocrinas con mayor especificidad y sensibilidad (relacion
cortisol:creatinina en orina, determinacion de ACTH end6gena entre otras).
Siempre que la clinica nos indique la presencia de sindrome de Cushing
aunque los resultados de las pruebas diagndsticas sean negativos, no
debemos descartar la enfermedad.



2. SUMMARY

Cushing's syndrome is a condition associated with excessive production of
glucocorticoids, resulting from a dysfunction of the hypothalamic-pituitary-
adrenocortical or exogenous administration of the same. One of the most
common endocrinopathies in dogs. The importance of our study is to provide
information to the new generations on this subject not addressed so far in this
faculty. The aim of this study was to evaluate the adrenal function in dogs with
presumptive clinical diagnosis of Cushing's syndrome by ACTH stimulation test.
Serum alkaline phosphatase (FAS) and the concentration of cholesterol, were
determined as a complementary diagnostic method. A survey, about the
incidence of this disease, between the years 2006 and 2009 was conducted at
the consultation level in the Veterinary Hospital Center for this study.11 dogs
with presumptive diagnosis of Cushing's syndrome were selected. The ACTH
stimulation test was performed, and cholesterol and FAS were determined. Two
cases were positive for ACTH stimulation, one of them presented high
cholesterol and the other an increase in the levels of FAS. Based on our results
we conclude that although the number of animals tested was small, to reach a
definitive diagnosis of Cushing syndrome, the ACTH stimulation test alone is
not sufficient, additional studies are needed as routine clinical analysis (blood
count, lipid profile, urine), imaging (radiography, ultrasound, magnetic
resonance imaging and computed tomography) and above all other endocrine
tests with higher specificity and sensitivity (ratio of cortisol: creatinine in urine,
determination of endogenous ACTH among others). Whenever the clinic
indicate us the presence of the Cushing's syndrome but the results of diagnostic
tests are negative, we should not rule out the disease.



3. INTRODUCCION

En 1932 el Dr. Harvey Cushing descubri6 la presencia de pequefios adenomas
hipofisarios con signos de hiperfunciéon corticosuprarrenal. Afios mas tarde se
descubri6 que estos tumores producian Hormona adrenocorticotropica en
exceso con la consiguiente hiperplasia de la corteza suprarrenal bilateral
(Reusch, 2006).

Luego del descubrimiento del Radioinmunoanalisis (RIA), el avance de la
endocrinologia animal ha sido vertiginoso. El desarrollo del diagndstico de las
patologias endocrinas en animales a producido la aparicion de laboratorios
especificos en todo el mundo. En los ultimos cuarenta afios con la introduccion
del radioinmunoanaélisis y técnicas relacionadas, la evaluacion de la funcion
endocrina ha presentado un avance extraordinario. Estos métodos han
permitido medios altamente especificos y sensitivos para medir hormonas en
suero, plasma, leche y otros liquidos corporales (Matamoros y col., 2002).

El diagnéstico especifico de las endocrinopatias se realiza por medio de
determinacién basal de algunas hormonas y/o luego de un test de supresion o
estimulacion. Por lo tanto un laboratorio que brinde los servicios de diagnéstico
en pequefios animales debe contar con las metodologias adecuadas para
diagnosticar las patologias endocrinas mas comunes como: sindrome de
Cushing, hipotiroidismo y diabetes mellitus (Reusch, 2006; Feldman y Nelson,
2007).

El sindrome de Cushing es un trastorno multisistémico caracterizado por la
excesiva producciéon de glucocorticoides producto de una disfuncion del eje
hipotalamo-hipoéfisis-adrenocortical o por administracion exégena de los
mismos (Cayzer, 1993). Es una de las endocrinopatias de mayor presentacion
en caninos y rara en felinos.

El sindrome de Cushing puede responder a diversas etiologias:

1) ACTH dependiente “Enfermedad de Cushing”. el sindrome de Cushing
dependiente de la pituitaria (HDP), es la causa mas corriente de
hiperadrenocorticismo espontaneo, representando cerca del 80 al 85% de los
€asos en caninos.

2) ACTH independiente: se trata de hipercortisolismos primarios. Representan
el restante 15 a 20% de los casos de hiperadrenocorticismo espontaneo en
caninos. El 95% de los casos son causados por tumores adrenocorticales
(TAF), 4,5% por hiperplasia macronodular o micronodular adrenal y un
pequefio niumero de casos se deben a la presencia de receptores aberrantes
en la glandula adrenal.

3) Sindrome de Cushing iatrogénico, debido a la administracion excesiva de
glucocorticoides para controlar condiciones alérgicas o inmunomediadas.

Ante la sospecha de sindrome de Cushing se requieren ademas de la

presencia de los signos clinicos caracteristicos de la enfermedad realizar
pruebas diagnosticas (hematologia, perfil bioquimico, andlisis de orina,

3



radiografias, ecografias, tomografia computarizada y resonancia magnética)
para intentar diagnosticar o descartar el sindrome de Cushing (Bush,1999).
Para llegar al diagnéstico definitivo de esta patologia se requieren pruebas
especificas mediante determinacion hormonal. La determinacioén de los niveles
basales de cortisol no son de ayuda diagnéstica, ya que son muy variables y se
afectan por el estrés del muestreo. Por tal motivo el diagnéstico especifico de
sindrome de Cushing se basa en la determinacion de cortisol luego de la
estimulacion con ACTH o la respuesta supresora de los niveles de cortisol
luego de la administracion de dexametasona (Behrend y Kemppainen, 2001).
Esta dltima, se realiza a bajas dosis (0,01 mg/kg) para diagnosticar
hiperadrenocorticismo, o a altas dosis (0,1 mg/kg) para diferenciar el origen del
mismo ya sea tumores adrenocorticales o hipofisarios. Sin embargo, el
diagnéstico es mucho mas amplio y estas son solamente algunas de las
pruebas dinamicas que ayudan a diagnosticar. La mas utilizada es la relacién
cortisol:creatinina, la bioquimica sanguinea y el diagnéstico imagenolégico
(Resonancia Magnética y Tomografia Axial Computada) (Pessina, P., 2009.
Comunicacion personal).

La importancia de nuestro estudio es aportar a nuevas generaciones
informacién sobre esta tematica no abordada hasta el momento en facultad. En
Uruguay, las patologias endocrinas hasta el 2009 carecian de un servicio
diagndstico especifico, con valores propios de referencia. En la mayoria de los
casos se remitian las muestras a laboratorios de analisis clinicos para
humanos, lo cual hace que las determinaciones sean de escaso o nulo valor
diagnostico por la falta de informacién a cerca de los rangos que se consideran
normales en pequefios animales.

El presente ensayo tuvo como objetivos evaluar la funcionalidad adrenal en
caninos con diagnoéstico presuntivo de sindrome de Cushing, mediante la
prueba de estimulacién con ACTH y conocer el valor que el test tiene para
detectar la enfermedad. Se estudiard la correlacion existente entre la
sintomatologia clinica y la positividad del test.

Como método complementario en el diagnéstico se determin6 la FAS y el
colesterol. Por otro lado queremos evaluar si existe asociacién y concordancia
entre esta prueba y los valores de FAS y colesterol.



4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1. Anatomia de las glandulas adrenales

cerca de la union toracolumbar, craneomedial a los rifiones y son
retroperitoneales. Son blanco amarillentas, asimétricas, irregulares y aplanadas
dorsoventralmente y miden 2 a 3 cm de largo por 1 cm de ancho en las razas
de tamario mediano. Se hallan conectadas a los grandes vasos del abdomen,
aorta a la izquierda y vena cava caudal a la derecha; moldeandose a ellos
(Dyce y col., 2002).

Figura 1. Anatomia normal de las glandulas adrenales en el perro. Tomado de
Fossum, 2009.

Histolégicamente las adrenales muestran una corteza de color amarillo oro
palido y una médula marrén oscura. La corteza se encuentra cubierta por una
capsula fibrosa y se divide en tres zonas. La zona externa se denomina
glomerular (25%) y secreta mineralocorticoides. Las subyacentes son la
fascicular (60%) y la reticular (15%), ambas secretan glucocorticoides y
hormonas sexuales. La médula constituye del 10 — 20% del volumen de la
glandula adrenal, esta compuesta por células (cromafines) que producen
adrenalina y noradrenalina (Chastain, 1990; Dyce y col., 2002).
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Figura 2. Histologia de las glandulas adrenales. Tomado de Konig y Liebich,
2005.

Estas glandulas estan irrigadas por las ramas de vasos adyacentes, la aorta,
arterias renales, frenicoadbominal, lumbares y mesentérica craneal. La
inervacion es difusa y proviene de ramas de los plexos celiaco y mesenteérico.

4.2. Biosintesis y control de la secrecion de los esteroides
adrenales

La biosintesis de todas las hormonas adrenocorticales se realiza a partir del
colesterol por medio de reacciones enzimaticas. La conversién del colesterol a
pregnenolona, inmediato precursor de todas las hormonas esteroideas, se ve
facilitada por la ACTH. Sin esta se produce menos de un 10% de la sintesis
normal de corticosteroides adrenales. De pregnenolona por accion de la
enzima 17a-hidroxilasa pasa a 17-hidroxipregnenolona, la cual se transforma
en 17-hidroxi-progesterona por medio de la 3B-deshidrogenasa, luego a 11-
desoxicortisol por accion de la 218-hidroxilasa y finalmente a cortisol por accion
de la 11B-hidroxilasa. La produccion de corticosteroides adrenales
(principaimente cortisol) inhibe la liberacion de ACTH (Chastain, 1990).

Los adrenocorticosteroides se catabolizan en rifién, higado y érganos blanco
siendo el higado quién metaboliza la mayor parte de estos.

Los corticoesteroides adrenales son excretados por orina después de la
conjugacion a glucurénidos o esterificados a sulfatos (Chastain, 1990).

Los neurotransmisores del sistema nervioso central regulan la liberacion de
hormonas hipofisétropas, tales como hormona liberadora de corticotropina
(CRH) y arginina vasopresina (AVP). La secresion de CRH es estimulada por
serotonina y acetilcolina e inhibida por noradrenalina y GABA (4cido gama
aminobutirico), y la de AVP es estimulada por dopamina y acetilcolina e
inhibida por serotonina y GABA. Tanto CRH como AVP se consideran las
principales neurohormonas estimulantes de la secrecion de ACTH. LaCRH y la
AVP se liberan en el sistema porta-hipotalamo-hipofisario y se trasladan hasta
las células corticotropas de la adenohipéfisis, donde estimulan la liberaciéon de



ACTH. A su vez, la ACTH estimula en la corteza adrenal la sintesis y secrecién
de varias hormonas, como glucocorticoides y hormonas sexuales en la zona
fascicular y reticular y mineralocorticoides en la zona glomerular. La sintesis y
liberacion de glucocorticoides estan reguladas casi exclusivamente por la
ACTH. El cortisol es el principal glucocorticoide endogeno, el cual produce un
feedback negativo sobre la liberacion de ACTH (Reusch, 2006; Feldman y
Nelson, 2007).

Existen diferentes mecanismos que afectan el control neuroendécrino:

La liberacion pulsatil y circadiana de ACTH influida por el hipotalamo.

El estrés desencadena un incremento en la secrecion de CRH y AVP, lo
que produce la secrecion de ACTH y cortisol a los pocos minutos
(Feldman y Nelson, 2007).

El cortisol y glucocorticoides sintéticos ejercen una retroalimentacion
negativa a nivel del hipotdlamo e hipéfisis sobre la secrecion de ACTH.
Existe una retroalimentacién rapida sensible a los cambios en la
cortisolemia, cuya inhibicién afecta a la secrecion estimulada, pero no la
basal; y una lenta sensible a la concentracion de cortisol absoluta, que
afecta la liberacion de ACTH basal y estimulada (Reusch, 2006;
Feldman y Nelson, 2007).

La liberaciéon de interleucina (IL1, IL6), factor de necrosis tumoral (TNF)
y otras citocinas asociadas al eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal afectan el
control neuroenddcrino (Reusch, 2006). la liberacién de citocinas (al
igual que el dolor, la lesion tisular, la hipotension, la hipoglucemia, la
hipoxia y otras sefiales del organismo) son percibidas y trasmitidas al
sistema nervioso central y al hipotalamo los cuales integran dichas
seflales aumentando o disminuyendo la liberacion de CRH (Martinez
Franco y col., 2004)

4.3. Efectos de los glucocorticoides

El cortisol ejerce su accion principalmente sobre el metabolismo de los
carbohidratos, proteinas y lipidos.

Los efectos de estos son:

En el higado aumenta la gluconeogénesis.

Disminuye el transporte de glucosa y por lo tanto baja la utilizacién en
tejidos.

Aumenta la glucosa en sangre que conduce a un aumento de la glicemia
secundario.

Aumenta el catabolismo proteico, produciendo en el masculo esquelético
debilidad y atrofia muscular; y en la piel atrofia cutanea, alopecia y pobre
cicatrizacion.

En el hueso provoca osteopenia debido al aumento de la excreciéon de
calcio y la inhibicion de la activacién de la vitamina D.

En el tejido adiposo aumenta la lipdlisis y produce redistribucion de la
grasa.

En el rifibn aumenta el indice de filtracion glomerular causando
interferencia con la emisién o accién de la hormona antidiurética sobre



los tubulos renales, produciendo aumento de la diuresis. También se
incrementa la excrecion de calcio y potasio por la orina.

- Enla sangre produce eritrocitosis, neutrofilia, linfopenia y eosinopenia.

- En el sistema inmunitario provoca disminucion de la respuesta
inflamatoria e inmunitaria.

- En hipotalamo e hipéfisis hay supresion de CRH y ACTH.
4.4. Etiopatogenia
El sindrome de Cushing responde a diversas etiologias:

A. ACTH dependiente de la pituitaria
B. ACTH independiente:

-Tumores adrenocorticales (TAF)

- Hiperplasia adrenal

- Receptores aberrantes en la glandula adrenal
C. latrogénico

A. ACTH dependiente “Enfermedad de Cushing”. el sindrome de Cushing
dependiente de la pituitaria (HDP), es la causa mas corriente de
hiperadrenocorticismo espontaneo, representando cerca del 80 al 85% de los
casos en caninos, siendo la mayoria de origen tumoral (Corticotropinoma:
tumor de células del area corticotropa de la hipéfisis) y un pequefio porcentaje
se asocia a hiperplasia de ceélulas corticotropicas.

Los tumores pituitarios son adenomas de las células corticotropicas y menos
frecuentes los adenocarcinomas. Los adenomas se clasifican en
microadenomas menores a 10 mm de diametro y macroadenomas mayor a 10
mm, estos ultimos representan el 10 a 15 %. No solo presentan capacidad de
secretar hormona adrenocorticotropica (ACTH), sino que también liberan
cantidades excesivas de precursores de ACTH. La concentracion de
precursores de ACTH es mayor en aquellos tumores hipofisarios de gran
tamafio, en comparaciéon con los de tumores pequenos.

En alrededor del 70% de los perros con HDP el tumor se origina en la pars
distalis, mientras que 30% surgen a partir de las células A o B de la pars
intermedia.

Los HDP se caracterizan por una sobreproduccién de ACTH, la que induce
hiperplasia adrenocortical bilateral e hipercortisolismo. En esta, falta el
mecanismo inhibitorio normal de la secrecion de ACTH por los niveles
fisiolégicos de glucocorticoides. Debido a esto la hipersecrecion de ACTH
persiste a pesar de la aumentada secrecion de cortisol. La secrecién episddica
de ACTH y cortisol redunda en concentraciones plasmaticas fluctuantes que en
ocasiones pueden estar dentro del rango normal (Marquez y col., 2000; Nelson,
2005; Reusch, 2006).

B. ACTH independiente: se trata de hipercortisolismos primarios. La glandula
adrenal genera cortisol sin regulacion del eje hipotalamo-hipdfisis. Representan
el restante 15 a 20 % de los casos de hiperadrenocorticismo espontaneo en
caninos.

- Los tumores adrenocorticales (TAF), representan el 95% de los casos
ACTH independientes. Se distinguen dos tipos de tumores, adenomas (40%) y



carcinomas (55%). Los adenomas son pequefios, bien circunscriptos, no dan
metastasis y no son invasivos localmente; y los carcinomas de mayor tamafo
que pueden invadir estructuras locales (rifion, vasos sanguineos, higado, vena
cava, aorta y retroperitoneo) o hacer metastasis por via hematdégena hacia
higado y pulmones, son hemorragicos y necroticos.

Estos tumores son autonomos, funcionales y en la mayoria de los casos
unilaterales y solitarios, aunque en el 10% son bilaterales. Suelen estar
afectadas en igual frecuencia la glandula derecha e izquierda. Secretan cortisol
independientemente de la regulacidon hipofisaria, quien a su vez inhibe a la
hormona liberadora de corticotropina (CRH) en el hipotalamo y ala ACTH en la
hipdfisis, causando la atrofia cortical de la adrenal no afectada y la atrofia de
todas las células normales en la glandula afectada. Esta atrofia crea asimetria
en el tamafo de la glandula adrenal (Nelson, 2005; Reusch, 2006; Feldman y
Nelson, 2007).

- Hiperplasia macronodular o micronodular adrenal. Formacion de
nddulos (uni o bilateral) en la adrenal (se los suele confundir con adenomas),
provocados por una reaccién exagerada al estimulo normal de la ACTH. Estos
ndédulos responden a la ACTH produciendo mas cortisol, representan el 4,5%.

- Receptores aberrantes en la glandula adrenal. Son receptores a otras
hormonas o péptidos, como LH o el VIP (péptido intestinal vasoactivo), que se
expresan en la glandula induciendo la sintesis de cortisol. En estos casos la
hiperplasia es bilateral.

Glindula piwitaria Ghindula pitvitaria
de perro con TA de perro con HDP
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Figura 3. Eje pituitaria-adrenal en caninos con un tumor adrenocortical
funcional (TAF, izquierda) y con hiperadrenocorticismo dependiente de la
pituitaria (HDP, derecha). Tomado de Nelson, 2005.

C. El sindrome de Cushing iatrogénico, se debe a la excesiva administraciéon de
glucocorticoides o por periodos prolongados, para controlar condiciones
alérgicas o inmunomediadas; también como resultado de la administracién de
medicaciones oculares, 6ticas o cutaneas que contengan glucocorticoides, en
especial en perros pequefios (menos de 10 kg) tratados en forma cronica.
Dado que el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenocortical es normal, la
administracion excesiva y prolongada de glucocorticoides suprime a la CRH



hipotalamica y concentraciones plasmaticas de ACTH circulantes, causando la
atrofia adrenocortical bilateral (Nelson, 2005).

4.5. Incidencia

El sindrome de Cushing se presenta con mayor frecuencia en perros de 6 afios
de edad o mas (promedio de 9 a 11 aflos) y las razas mas predispuestas son
Caniche, Pastor aleman, Dachshund, Labrador retriever, Boxer, Beagle y varias
razas Terrier. Al parecer no hay una predisposicion sexual pero los TAF
parecen ser mas frecuentes en hembras que en machos (Nelson, 2005). Entre
un 45 a 50% de los perros con un TAF pesan mas de 20 Kg (Reusch, 2006;
Mooney, 2007). El 55 a 60% de los perros con HDP son hembras y ocurre con
mayor regularidad en perros pequefios, el 75% de los cuales pesa menos de
20 Kg (Nelson, 2005; Feldman y Nelson, 2007, Ramsey y Ristic, 2007).

En perros con sindrome de Cushing ACTH dependiente, provocado por la
presencia del adenoma productor de ACTH o corticotropinoma, se vio que esta
enfermedad es mas frecuente en la hembra (60 a 74% de los casos) y de
evolucion diferente en el tiempo respecto al macho (Gallelli y col., 2009).
También hubo diferencias entre sexos respecto a la edad de presentacion y la
proyeccion tumoral (adenomas extra o intraselares), en la hembra aumenta
progresivamente con la edad (mayor frecuencia entre los 7 y 10 afios) y en el
macho se dan picos a los 6, 8 y 10 aflos. En cuanto a la proyeccion del
adenoma la concentracion de ACTH es significativamente mayor en tumores
extraselares (ES) que en los intraselares (IS); los ES predominan en hembras,
mientras que en el macho los que predominan son los ubicados dentro de la
silla turca (Gallelli y col., 2009).

4.6. Signos clinicos

Los signos clinicos en caninos con sindrome de Cushing se pueden atribuir en
gran medida al exceso cronico de glucocorticoides y en menor medida a la
sobreproduccion de andrégenos suprarrenales. En unos pocos casos los
sintomas se deben al crecimiento tumoral, a la invasién local del tumor o a
metastasis (Reusch, 2006).

Los signos clinicos son la secuela de los efectos neoglucogénicos,
inmunosupresores, antiinflamatorios, catabdlicos proteicos y lipoliticos que
ejercen los glucocorticoides sobre casi todos los sistemas del organismo. No se
puede diferenciar un HDP de un TAF por el tipo o duracién de los sintomas.
Los mismos pueden variar desde leves a graves dependiendo de la duracién
de la enfermedad y el grado de exceso de cortisol (Reusch, 2006; Ramsey y
Ristic, 2007).

Los sintomas son poliuria, polidipsia, polifagia, obesidad del tronco 0 aumento
del tamafio de abdomen (causado por hepatomegalia, atrofia muscular o
acumulacion de grasa intraabdominal), pelo fino, incapacidad para que vuelva a
crecer el pelo rasurado, alopecia (puede o no ser bilateral simétrica,
generalmente sin afectar cabeza y extremidades), piel delgada, piodermia,
jadeo, debilidad muscular, atrofia muscular, letargia y claudicacién. Entre los
menos frecuentes se encuentran intolerancia al calor, seborrea, comedones,
hiperpigmentacion, calcificaciones ectopicas (calcinosis cutanea, de anillos
traqueales, paredes bronquiales y riflones y, rara vez, arterias y venas),
contusiones, atrofia testicular, anestro, hipertrofia de clitoris y paralisis facial.
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En casos raros los perros afectados desarrollan una marcha envarada
caracteristica, casi siempre limitada a las extremidades pélvicas denominada
miotonia (Chastain, 1990; Reusch, 2006; Feldman y Nelson, 2007).

Es importante destacar que el nimero y la gravedad de los signos varian
significativamente. Los perros pueden presentar un unico signo o casi todos los
signos enumerados (Reusch, 2006)

El curso de la enfermedad generalmente es insidioso y lentamente progresivo,
y en algunas ocasiones los signos son intermitentes, con periodos de remision
y de recaida en los perros con trastornos leves (Reusch, 2006).

4.7. Diagnéstico
4.7.1. Clinica

Tanto la anamnesis como el examen fisico son de suma importancia y tiene
gran peso en el diagnoéstico de Sindrome de Cushing. Pese a esto se requieren
ademas pruebas diagndsticas complementarias, como hematologia, perfil
bioquimico, andlisis de orina, radiografias de térax y abdomen, y ecografias de
abdomen para descartar otras enfermedades con signos clinicos similares,
tales como Insuficiencia renal crénica, Diabetes, enfermedades hepaticas,
Hipotiroidismo y los efectos secundarios de farmacos anticonvulsivos.

4.7.2. Rutina de laboratorio
4.7.2.1. Hemograma

Las posibles alteraciones en el hemograma son: leucocitosis con neutrofilia,
linfopenia, eosinopenia, monocitosis leve, eritrocitos normales o ligera
policitemia y plaquetas aumentadas.

La neutrofilia no implica una mayor resistencia a infecciones de los perros
afectados, ya que la funcion celular se encuentra alterada.

El leucograma de estrés (Leucocitosis moderada, Neutrofiia madura,
Linfopenia, Eosinopenia, Monocitosis) es inespecifico y se observa en diversas
patologias (Reusch, 2006).

4.7.2.2. Bioquimica sérica

Segun Nelson (2005) el incremento de la FAS y de la concentracién de
colesterol son los indicadores mas confiables de sindrome de Cushing; la FAS
y colesterolemia incrementan en aproximadamente el 95% y 75% de los perros
con hiperadrenocorticismo, respectivamente.

La FAS esta constituida por un grupo de isoenzimas producidas por las células
de varios 6rganos: higado, hueso, intestino, rifidn y placenta, que catalizan la
hidrélisis de los ésteres de fosfato. La principal fuente de FAS es el higado; el
incremento en la actividad plasmatica se debe a las isoenzimas que derivan del
higado y del hueso esta ultima contribuye con minimas cantidades en la
circulacion. Estas tienen una vida media aproximada de tres dias. Las FAS
intestinal, placentaria y renal no son detectables en el suero porque sus vidas
medias por lo usual es de minutos. En el perro hay dos isoenzimas que derivan
del higado, una de ellas que se encuentra en la membrana canalicular biliar de
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los hepatocitos es inducida especificamente por esteroides (Feldman y Nelson,
2007).

Es una prueba de laboratorio inespecifica que se mide como parte rutinaria del
perfil bioquimico ante la sospecha de sindrome de Cushing (Bush, 1999; Meyer
y Harvey, 2000).

La FAS estd aumentada en la mayoria de los perros con hipercortisolemia
endégena o la administracion exégena de glucocorticoides. En mas del 90% de
los casos esta aumentada 5 — 40 veces mayor que el limite superior del rango
de referencia. Aproximadamente el 85% de los perros con
hiperadrenocorticismo tienen actividades de FAS que superan las 150 UI/L; los
valores mayores a 1000 Ul/L son comunes (Feldman y Nelson, 2007). Sin
embargo, una concentracion de FAS normal no excluye el diagnéstico de la
enfermedad. Los valores de FAS son predictivos pero no especificos del
sindrome de Cushing ya que la isoenzima inducida por glucocorticoides puede
aumentar en hepatopatias, diabetes mellitus y en perros tratados con
anticonvulsivantes y con glucocorticoides (Herrtage, 2007).

Las concentraciones de triglicéridos y colesterol, normalmente estan
aumentadas debido a la estimulacion de la lipblisis por parte de los
glucocorticoides.

El colesterol es el precursor de todas las hormonas esteroideas, como
hormonas sexuales y glucocorticoides. Las lipoproteinas ricas en colesterol
son: las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y las lipoproteinas de alta
densidad (HDL). Las LDL actuan como fuente de colesterol para las células
periféricas (por ejemplo, de la glandula adrenal) y HDL transportan el colesterol
desde las células periféricas hasta el higado (Bush, 1999).

El 90% de los perros con sindrome de Cushing tienen aumentos de la
concentraciéon plasmatica de colesterol, aunque no es un hallazgo especifico
ya que también aumenta en hipotiroidismo, diabetes mellitus, trastorno
colestasico del higado y nefropatias con pérdida de proteinas.
Aproximadamente el 10% de los perros hiperadrenales tienen colesterolemias
menores de 250 mg/dl; el 15% tiene 250 - 300 mg/dl y el 75% presenta
concentraciones mayores a 300 mg/dl. Este trastomno se asocia con frecuencia
con lipemia y se presenta al menos con la misma frecuencia que la
hipercolesterolemia (Bush, 1999; Feldman y Nelson, 2007).

Por otro lado la alaninoaminotransferasa (ALT) sufre un leve aumento (inferior
a 400 UIL), que se atribuye a una pérdida hepatocelular asociada a
tumefaccion celular o una necrosis leve (Reusch, 2006).

Los valores de urea y creatinina se encuentran normalmente disminuidos,
debido a la poliuria que produce un incremento en la filtracion glomerular y por
disminucion de la formacion de urea debida a la hepatopatia (Peterson y col.,
1981, Chastain y Ganjam, 1986; Chastain, 1990).

4.7.2.3. Analisis de orina

La densidad en la orina es menor a 1015 y a veces hipostenurica, debido a que
no se retiene agua. Para determinar la densidad especifica se recomienda que
el duefio obtenga una muestra de orina en casa, ya que en un entorno
estresante como lo es el hospital veterinario, con frecuencia se reduce la
ingestion de agua, concentrando la orina hasta densidades de 1025 — 1035
(Reusch, 2006).
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En un 45% de los casos se presenta proteinuria por infecciones urinarias o
lesiones glomerulares causadas por la inmunosupresion producida por los
glucocorticoides (Nelson, 2005).

En los perros con hiperglicemia sintomatica se observa glucosuria (Reusch,
20086).

4.7.3. Laboratorio endécrino

Un diagnéstico definitivo requiere de pruebas endocrinas que evaluan la
funcionalidad de la corteza adrenal.

4.7.3.1. Concentracion plasmatica del Cortisol basal

La concentracién de la cortisolemia basal, carece practicamente de valor
diagnéstico en el intento de confirmar la presencia de sindrome de Cushing en
caninos. La concentraciéon de cortisol es fluctuante en el dia y se ve afectada
por el estrés del muestreo. La cortisolemia basal promedio en los perros
enfermos esta significativamente por encima de la media de los ejemplares
normales, pero los resultados por lo usual todavia se encuentran dentro de los
rangos de referencia (0,5 — 6 ug/dl) (Feldman y Nelson, 2007).

Estudio realizado para determinar la concentracion sérica de cortisol basal
mediante radioinmunoanalisis, demostr6 que la concentraciéon de la hormona
es menor en animales entre 1 y 6 semanas de edad y que no hay diferencias
significativas entre machos y hembras. También observaron que Ila
concentracion de cortisol sérica era mayor en animales de razas pequefias
(Reimers y col, 1990).

4.7.3.2. Relacién cortisol:creatinina en orina

La evaluacion de la relacion de cortisol:creatinina ha demostrado ser un test
facil y valioso para el sindrome de Cushing.

Midiendo el cortisol en la orina en una muestra por la mafnana (lo ideal es
recolectar la orina de 24 horas), la concentracion reflejara la emision del mismo
por un periodo de varias horas, ajustando de ese modo, las fluctuaciones de
cortisol en el plasma. La cantidad de cortisol en orina es proporcional a la
concentracion plasmatica durante el periodo que la orina se ha formado.

La relacion entre la concentracion de cortisol y creatinina en orina proporciona
una correccion de cualquier diferencia en la orina.

La orina se recoge en la mafiana para hacer las estimaciones de cortisol y
creatinina. Recoger muestras de orina durante 2 mafanas consecutivas
(propietario y en ambiente casero). Las muestras se combinan y se utiliza
como muestra unica para el analisis.

La relacidn cortisol:creatinina en orina se determina dividiendo la concentracién
de cortisol en la orina (pmol/l) entre la concentracidn de creatinina en orina
(umolfl).

La relacion cortisol:creatinina en orina esta aumentado por encima de lo normal
en perros con sindrome de Cushing. Sin embargo, esta relaciéon también
aumenta en algunos perros con enfermedad no adrenal, estresados por manejo
u hospitalizacion. Por ésta razéon, mientras este test facil parece altamente
sensible detectando sindrome de Cushing en perros, no es especifico ya que
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puede aumentar en perros con enfermedad no adrenal (debilidad muscular,
disminucién de la funcionalidad renal) (Rijnberk y col, 1988; Dunn, 1997).

Este método no diferencia de manera fiable entre el sindrome de Cushing
independiente del dependiente de la pituitaria, a menos que la relacion exceda
100 X 10°, cuando es probable que el perro sufra un sindrome de Cushing
ACTH dependiente. La relacion cortisol:creatinina de referencia en perros
normales es menor a 10 X 10°® (Reusch, 2006; Herrtage, 2007).

Mediante la determinacién de la relacién cortisol.creatinina en orina, la
probabilidad de que un perro con resultado negativo al test no esté enfermo es
superior que con la prueba de dexametasona a dosis baja (Rijnberk y col,
1988).

4.7.3.3. Test de respuesta ala ACTH

La prueba de estimulaciéon con ACTH consiste en la administracion ACTH
sintética y mide la respuesta de las glandulas adrenales a una estimulacion
maxima con ACTH. Su principal funcion es diagnosticar o descartar una
insuficiencia de la corteza adrenal. Tiene una sensibilidad del 60% al 85% vy
una especificidad del 85% al 90% (Reusch, 2006).

Es una técnica relativamente confiable, sencilla y segura para la evaluacion
diagndstica de perros sospechosos de sindrome de Cushing y si se efectua
antes de iniciar el tratamiento rinde informacién util para las comparaciones
postratamiento. Este test permite distinguir hiperadrenocorticismo espontaneo
de iatrogénico, pero no diferencia entre HDP y TAF (Dunn, 1997, Mooney,
2007).

Los perros con HDP tienen hiperplasia adrenocortical secundaria a la
estimulacion excesiva crénica por la ACTH. Estas adrenales hiperplasicas
tienen la capacidad de sintetizar y secretar cantidades excesivas de cortisol.
Los perros con TAF (adenomas y carcinomas) poseen una similar capacidad
anormal para secretar y sintetizar cortisol en exceso. En consecuencia, los
perros con HDP o TAF pueden responder exageradamente a la estimulacion
con ACTH (Feldman y Nelson, 2007). Aproximadamente el 80% de los perros
con HDP responden exageradamente a prueba de estimulacién con ACTH,
mientras que solo el 60% con TAF tienen estos resultados (Mooney, 2007).
Cerca del 20% de los perros hiperadrenales tienen resultados normales. Si hay
sospecha de sindrome de Cushing, el diagnéstico no deberia excluirse en
funcion de resultados normales en la estimulacion con ACTH (Feldman y
Nelson, 2007).

La prueba de estimulacion con ACTH en algunas ocasiones puede dar
resultados falsos positivos. Las adrenales en perros bajo estrés prolongado
como en caso de enfermedad renal crénica, diabetes mellitus, enfermedad
hepatica, sepsis 0 neoplasias, pueden responder excesivamente a la prueba
(Cayzer y Jones, 1993; Kaplan y col, 1995; Ramsey y Ristic, 2007).

Se han descrito varios protocolos que utilizan gel acuoso de ACTH o un
polipéptido sintético. Se colecta muestra de sangre (suero o plasma
heparinizado) para medir niveles de cortisol. Las muestras se obtienen antes y
1 hora después de la inyeccion de 2,2 Ul/Kg de gel de ACTH. Con los
preparados sintéticos la mayoria de los protocolos recomiendan extraer la
sangre antes y 1 hora después de la administracién intramuscular o
intravenosa de 250 pg por animal de ACTH sintética. Sin embargo, también se
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puede lograr una estimulacion maxima de las glandulas adrenales con una v,»}“’
dosis de 5 g sintético por Kg de peso corporal (Reusch, 2006). ;

El cortisol se determina por medio de radicinmunoanalisis (RIA), método por el
cual una hormona marcada compite con la no marcada por los sitios de unién
al anticuerpo.

La concentracion de cortisol basal se encuentra en el rango de 0,5 a 6 pg/di, y\._/
el valor normal post-estimulaciéon es de 6 a 17 ug/dl. Los valores post-ACTH

entre 17 y 22 ug/dl se consideran limitrofes, y los de 22 ug/dl o mas altos son
compatibles con diagnostico de la enfermedad (Feldman y Nelson, 2007).

Otros autores consideran hiperrespuesta a los valores de cortisol superiores a

17 ug/dl (Castillo, V., comunicacién personal).

Los perros con sindrome de Cushing iatrogénico tienen una respuesta
aplanada o nula a la administracion con ACTH (Kintzer y col., 2002).
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Figura 4. Concentraciones de cortisol plasmatico, antes y una hora después de
la administracion de ACTH sintético en perros normales, perros con
hiperadrenocorticismo espontaneo y perros con hiperadrenocorticismo
iatrogénico. Tomado de Herrtage, 2007.
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4.7.3.4. Test de supresién con dexametasona a dosis baja

La dexametasona es un glucocorticoide sintético que no presenta reacciones
cruzadas con las pruebas de cortisol, y por lo tanto se puede utilizar para
evaluar el eje hipdfisis-glandula adrenal. Se basa en la inhibicion que los
glucocorticoides ejercen, a través de la retroalimentacion negativa, sobre la
hipofisis para disminuir la secrecion de ACTH, como consecuencia ocurre
disminucién del cortisol plasmatico. Lo que medimos es el cortisol sérico por
medio de RIA.

En los perros, la concentracién de cortisol desciende 2 a 3 horas después de la
administracion de dexametasona y permanece baja durante 24 a 48 horas
(< 1,4 pg/dl) (Reusch, 2006).

En los perros con hiperfuncion corticoadrenal, el eje hipéfisis-glandula adrenal
es anormalmente resistente a los efectos inhibidores de la dexametasona, o
ésta se metaboliza mas rapido de lo normal. En vez de la depuracion normal de
24 a 48 horas, aproximadamente el 75% de los perros con sindrome de
Cushing depuran la dexametasona del plasma en menos de 8 horas (por lo
regular en 3 a 6 horas). De éste modo, la depuracion esta acelerada en el
sindrome de Cushing canino (Feldman y Nelson, 2007).

En la prueba de inhibicibn con dosis bajas de dexametasona se extraen
muestras de sangre antes y 4 y 8 horas después de la administracion
intravenosa de dexametasona en dosis de 0,01 mg/kg. En los perros sanos, la
concentracion de cortisol es inferior a 1,4 ug/dl a las 4 y 8 horas de la
administracion de dexametasona. Para detectar la hiperfuncion corticoadrenal
se utiliza la concentracién de cortisol 8 horas después de la administracién de
dexamentasona; una concentracion superior a 1,4 pg/dl es indicativa de
hiperfuncién corticoadrenal (Reusch, 2006).

La sensibilidad de la prueba 8 horas después de la administracién de
dexametasona es mas alta (85 — 95%) que su especificidad (70 — 75%)
(Reusch, 2006).

Como prueba diferencial también se usa la concentraciéon de cortisol alas 4y 8
horas de la administracion de dexametasona. En los perros con TAF, la
secrecion de ACTH hipofisaria se inhibe como resultado de la secrecion
autbnoma del cortisol en el tumor. La administracion de dexametasona no
ejerce efecto alguno sobre la hipéfisis, por lo que continia la secreciéon de
cortisol. Los tumores hipofisarios presentan distinta sensibilidad al proceso de
retroalimentacion inhibidora y el resultado son diferentes patrones de respuesta
a la dexametasona (Reusch, 2006).

Esta prueba se puede usar para identificar a perros con HDP segun 3 criterios:
una concentracion de cortisol a las 4 horas inferior a 1,4 pg/dl, una
concentracidn de cortisol a las 4 horas inferior al 50% de la concentracién basal
del cortisol y una concentracion de cortisol a las 8 horas inferior al 50% de la
concentracién basal del cortisol, pero igual o superior a 1,4 yg/dl. Cuando se
cumple 1 0 mas de estos criterios es probable que el perro presente HDP.

En conclusion, si hay supresiéon temporal a las 4 horas pero “escapa” a las 8
horas nos hace sospechar un HDP.

Aproximadamente el 25% con HDP tienen concentraciones de cortisol a las 4
horas inferiores a 1,4 ug/dl, el 60% una concentracién de cortisol a las 4 horas
inferior al 50% de la concentracion basal de cortisol y el 25% una concentraciéon
de cortisol a las 8 horas inferior al 50% de la concentraciéon basal de cortisol.
En conjunto, aproximadamente el 60% de los perros con HDP cumplen al
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menos uno de los tres criterios. En aproximadamente el 40% de los perros con
HDP y en casi todos los perros con TAF hay resistencia a la dexamentasona
(no se cumple ningun criterio) (Reusch, 2006).

La prueba de dexametasona es mas fiable que el test de estimulacion con
ACTH sin embargo no diagnostica los casos iatrogénicos, no diferencia de
manera fiable el sindrome de Cushing pituitario dependiente del adreno-
dependiente y tarda mas tiempo en completarse (8 horas).

Esta prueba también puede dar resultados falsos positivos en animales
estresados debido a hospitalizaciéon, mal nutricion o enfermedades cronicas
(Chastain y col, 1986).
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Figura 5. Concentraciones de cortisol plasmatico, antes y 4 y 8 horas después
de la administracion de dexametasona en perros normales, perros con
hiperadrenocorticismo espontaneo. Tomado de Herrtage, 2007.

4.7.3.5. Test de supresion con dexametasona a dosis aita

Las dosis altas de dexametasona deberian inhibir la secrecion de ACTH
pituitaria (por feedback negativo) y con ello suprimir las concentraciones de
cortisol.

La prueba de inhibicion con dosis altas de dexametasona se aplica para
diferenciar HDP y TAF. En los perros con TAF (autbnomos), incluso la dosis
mas elevada de dexametasona no lograba inhibir las concentraciones
plasmaticas de cortisol. Por el contrario, la administracion de una dosis elevada
de dexametasona podia inhibir la secreciébn de ACTH en la mayoria de los
perros con HDP (20-30% de casos no se suprime).

El protocolo de la prueba es el mismo que el de la prueba de inhibicion de
dexametasona a dosis bajas a excepcién de la dosis de dexametasona, que es
de 0,1 mg/kg. La inhibicion se define como una concentracién de cortisol
inferior al 50% del valor basal o inferior a 1,4 pg/dl a las 4 y 8 horas de
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inyeccion de dexametasona. La inhibicion de la concentracién de cortisol se
produce en aproximadamente el 75% de los perros con HDP, mientras que casi
nunca se aprecia en los perros con TAF.

Por tanto, si se inhibe la concentracién del cortisol es muy probable que el
perro presente HDP; si no se produce inhibiciéon de los valores de cortisol (esto
ocurre aproximadamente en el 40% de los casos), el perro puede tener HDP o
un TAF.

4.7.3.6. Concentracién plasmatica de ACTH endbgena

La determinaciéon de la concentracion de ACTH es una prueba fiable para
diferenciar un HDP de un TAF.

Los TAF y sindrome de Cushing iatrogénico deberian suprimir la secreciéon de
ACTH (concentraciones altas de cortisol inhiben por retroalimentacion negativa
la liberacion de ACTH; < 1,1 pmoll), y el HDP es el resultado de la
hipersecrecion de ACTH; > 6,2 pmol/l (correlacién entre la concentracion de
ACTH en plasma y el tamafio de la masa pituitaria). En caninos el analisis de
ACTH no se realiza de rutina para el diagnéstico de sindrome de Cushing,
porque un gran numero de los resultados caen dentro del rango de referencia
(3-10 pmol/l). Sin embargo, este parametro es un medio valioso para
diferenciar entre pacientes con TAF y HDP, una vez que se ha confirmado la
existencia de sindrome de Cushing (Feldman y Nelson, 2007).

La secrecion de ACTH hipofisaria ocurre en forma episddica (es liberada en
salvas). Los niveles plasmaticos, por lo tanto, fluctian de momento a momento.
La sangre obtenida para medir la ACTH debe ser manipulada con rapidez,
porque la hormona desaparece con celeridad de la sangre entera reciente.
Para evitar los valores erroneos (falsos negativos), las muestras de sangre no
deben dejarse en reposo a temperatura ambiente ni siquiera por periodos
breves (Feldman y Nelson, 2007).

La sangre se debe recoger en un tubo frio de plastico que contenga acido
etilendiamino tetracético (EDTA) y se debe centrifugar inmediatamente a 4°C.
Posteriormente, se transfiere el plasma a tubos plasticos, y se debe congelar
entre -20°C y -70°C (durante no mas de un mes) o se mantiene refrigerada la
muestra con paquetes de gel congelado en un recipiente aislante para el envio
inmediato al laboratorio. La cantidad minima de muestra es de 1 ml y si la
muestra esta hemolizada no se puede realizar la prueba (Reusch, 2006).

En los perros cuyos resultados son no diagnésticos, se debe remitir otra
muestra o realizar otra prueba de diferenciacion.

4.7.3.7. Medicion de 17-hidroxiprogesterona

Por fallo en la sintesis de cortisol en algunos individuos existen casos de
sindrome de Cushing que dan una respuesta normal de cortisol a la prueba de
ACTH. En estos casos, se mide la 17-hidroxiprogesterona (precursor del
cortisol) que aumenta luego de la administracién de ACTH. Los animales que
responden con niveles de cortisol normal y aumento de la 17-
hidroxiprogesterona presentan sindrome de Cushing atipico.

Este ultimo se debe a un fallo en el proceso de produccién de esteroides,
dando como resultado el aumento de alguno de los precursores de cortisol, 17-
hidroxiprogesterona (Feldman y Nelson, 2007).

18



Estudios indican que este método es util en perros que tienen signos que
indican hiperadrenocorticismo, pero en los cuales usando los test tradicionales
no se obtienen los resultados esperados, aunque esto es inusual (Herrtage,
2007).

4.7.4. Diagnéstico por imagen

Es indispensable para la certeza diagnoéstica, ubicacién y tamafo del tumor,
compromiso con estructuras vecinas, decision y riesgo quirargico.

En las radiografias toracicas se observa mineralizacion del arbol traqueo-
bronquial y del parénquima pulmonar, osteoporosis, metastasis pulmonar de
carcinoma adrenocortical, tromboembolismo pulmonar, campos pulmonares
hipovasculares, infiltrados alveolares, arteria pulmonar derecha agrandada,
cardiomegalia derecha y efusién pleural.

Los hallazgos radiol6gicos abdominales son hepatomegalia, distension de la
vejiga urinaria, calculos vesicales, masa adrenal, osteoporosis vertebral y
mineralizacién de las glandulas adrenales y de otros tejidos blandos tales como
pelvis renal, higado, mucosa gastrica y aorta abdominal (Huntley y col., 1982,
Pennick, 1988; Cayzer y Jones, 1993; Ford y col., 1993; Dunn, 1997; Berry y
col., 2000; Schwarz y col., 2000; Nelson, 2005).

La ultrasonografia abdominal es una técnica de baja sensibilidad, permite la
evaluacién del tamario y forma de las glandulas adrenales. En animales obesos
la glandula adrenal derecha puede no visualizarse. Deben observarse ambas
estructuras para dar jerarquia diagnéstica. La deteccion de ambas adrenales
de tamafio normal o grande, que mantienen generaimente la forma normal, se
considera evidencia firme a favor de hiperplasia adrenocortical secundaria a
enfermedad dependiente de la pituitaria. La observacién de una masa adrenal
solitaria y de forma normal, que puede estar comprimiendo o invadiendo
estructuras adyacentes (como vena cava, higado o rifién), con la adrenal
opuesta pequefia, delgada o no visualizada, es sugestiva de un TAF. Si hay
sospecha de TAF, la ecografia es un excelente método selectivo para detectar
metastasis hepaticas o en otros 6rganos, invasién caval o de otras estructuras,
o compresion de tejidos adyacentes (Dunn, 1997; Neiger, 2005; Feldman y
Nelson, 2007). El tamafo visual de la glandula no significa normalidad
funcional. La presencia de un tumor adrenal no descarta el de hipéfisis.

La ecografia no puede diferenciar un tumor adrenocortical funcional de un
tumor no funcional, adenoma de carcinoma, un feocromocitoma, una lesion
metastasica o un granuloma. Por esta razén los signos clinicos y los resultados
del test endbcrino son importantes para una completa interpretacién del
hallazgo de la imagen (Behrend y Kemppanien 2001; Herrtage, 2007).

La ultrasonografia abdominal es utilizada para evaluar el abdomen por
anormalidades esperadas (hepatomegalia) e inesperadas (calculos urinarios y
masas) en un perro con sospecha de sindrome de Cushing.

4.7.5. Técnicas de imagen avanzada

La tomografia computarizada y la resonancia magnética son las técnicas de
imagen de eleccion para el diagnostico del sindrome de Cushing. Son métodos
utiles y fiables para evaluar el tamafio y localizacion de un tumor hipofisario,
pero actualmente en nuestro pais no esta disponible su uso en animales. Sin
embargo, ninguna de estas técnicas puede reemplazar las pruebas de funcién
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endécrina ya que alrededor de la mitad de los tumores hipofisarios no son
visibles. Ademas estas técnicas no diferencian entre un tumor funcional y uno
no funcional (Hemandez, 2006; Reusch, 2006).
La tomografia computarizada es menos sensible que la resonancia magnética y
tiene la ventaja que permite examinar ambas glandulas simultaneamente. '

4.7.5.1. Tomografia computarizada

La tomografia computarizada es el método mas sensible para evaluar la
estructura de la glandula adrenal y para diferenciar correctamente entre un
aumento de tamafo uni o bilateral de la misma (Bailey, 1986; Emms y col,
1986; Voorthout y col., 1988; Voorhout y col., 1990).

Esta técnica detecta tumores adrenales, hipoplasia de la glandula adrenal
contralateral, hiperplasia adrenal, tumores pituitarios grandes y tumores
mayores a 20 mm. Identifica invasion de vena cava caudal, adhesiones entre
vena cava caudal y glandula adrenal y mineralizaciones no detectadas por
medio de radiografias (Bailey, 1986; Emms y col., 1986).

Una de las limitaciones de este método es que no distingue el TAF de la
hiperplasia nodular unilateral (Behrend y Kemppainen, 2001).

4.7.5.2. Resonancia Magnética

La resonancia magnética capta tumores mayores a 3 mm. Permite evaluar el
tamaro de la masa pituitaria en casos con diagnéstico de HDP. El 50% de los
perros con HPD tienen una masa pituitaria detectable por resonancia
magnética (Behrend y Kemppainen, 2001).

La ausencia de una imagen patoldgica a la resonancia magnética en la hipofisis
no descarta la enfermedad (en aquellos casos que tenga ACTH endégena
elevada), debido a que el tumor puede no ser detectado.

4.8. Tratamiento

4.8.1. Hiperadrenocorticismo dependiente de Ila
pituitaria

Para la terapia médica se utiliza trilostano, mitotano, hidrocloridio de selegilina,
ketoconazol y cyprohetadina (Herrtage, 2007).

El trilostano (2 — 12 mg/Kg) modifica la esteroidogénesis adrenal, es un
esteroide inhibidor reversible competitivo del sistema enzimatico 3-beta
hidroxiesteroide deshidrogena que bloquea la sintesis de glucocorticoides,
mineralocorticoides y hormonas sexuales (Herrtage, 2007).

El mitotano (50 mg/kg/dia) es un insecticida, tiene efecto adrenocorticolitico de
la zona fascicular y reticular, y tiende a preservar la zona glomerular (Herrtage,
2007).

El hidrocloridio de selegilina (1 mg/kg/dia) es un inhibidor de la monoamina
oxidasa, inhibe la secrecion de ACTH aumentando el tono dopaminérgico hasta
el eje hipotalamico-pituitario (Herrtage, 2007).

El Ketoconazol (56 mg/kg 2 veces dia; 10mg/kg 2 veces dia) es un antifiingico
imidazol que suprime la esteroidogénesis (Herrtage, 2007).
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La cyprohetadina tiene propiedades antiserotoninérgicas, antihistaminicas y
anticolinérgicas (Herrtage, 2007).

Estudios recientes proponen al acido retindico como una alternativa terapéutica
efectiva en el sindrome de Cushing de origen pituitario al uso de ketoconazol y
otras drogas de accion antiesteroideogénica.

La radioterapia esta indicada en animales con signos neurolégicos asociados a
tumores pituitarios. Se requiere tomografia computarizada o resonancia
magnética para programar el protocolo de tratamiento. Generalmente la
respuesta es drastica aunque en algunos casos la mejoria tarda varias
semanas. La resolucion de los signos neurolégicos es paralela a la disminucion
del tamario del tumor (Herrtage, 2007).

Las cirugias indicadas son la adrenalectomia bilateral e hipofisectomia
(Herrtage, 2007).

4.8.2. Hiperadrenocorticismo adreno — dependiente
Se indica como tratamiento médico el mitotano o el trilostano (Herrtage, 2007).

La cirugia indicada es la adrenalectomia quirurgica. Previo a la cirugia se
deben realizar radiografias toracicas y ecografias abdominales para valorar la
presencia de invasién vascular y extension metastasica. Controlar el
hiperadrenocorticismo con tratamiento medico antes de la cirugia. Se requiere
la administracion de glucocorticoides durante y después de la cirugia debido a
que la adrenal contralateral esta atrofiada (Herrtage, 2007).
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

¢ Evaluar la funcién adrenal en caninos con diagnéstico presuntivo de
sindrome de Cushing mediante la prueba de estimulacion con
ACTH, FAS y Colesterol, en Facultad de Veterinaria, Montevideo,
Uruguay.

5.2. Objetivos particulares

e Conocer el valor diagnostico que el test de estimulacion con ACTH
tiene en caninos con diagnéstico presuntivo de sindrome de
Cushing.

¢ Evaluar si existe asociacion y concordancia entre el resultado del test
de estimulaciéon con ACTH y las concentraciones plasmaticas de
FAS y colesterol, asi como con la sintomatologia clinica.
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6. MATERIALES Y METODOS

El estudio se desarroll6 en el Laboratorio de Técnicas Nucleares, Facultad de
Veterinaria y los casos presuntivos fueron provistos por el Centro Hospital
Veterinario, Departamento de Pequefios Animales de la Facultad de
Veterinaria, Universidad de la Republica, asi como también por clinicas
particulares.

6.1. Disefio experimental

Se utiliz6 como grupo control siete perros Cocker spaniel adultos sanos, tres
machos y cuatro hembras de la Unidad de Nutricion Canina, Departamento de
Nutricion Animal, Facultad de Veterinaria. El peso promedio de los animales fue
11,9 £ 0,7 kg. Los perros se alimentaron durante siete dias a las 19 horas con
su dieta habitual (Excellent, Purina) y agua ad libitum.

A cuatro animales del grupo control (dos machos y dos hembras) se les realiz6
la prueba de estimulacion con ACTH (Ampolias de 250 ug de tetracosactide Ph.
Eur. en un ml de liquido. Alliance Pharmaceuticals Ltd, Avonbridge House,
Chippenham, Wiltshire, SN15 2BB England), previo a esta se tomaron tres
muestras de sangre (6, 7 y 8 a.m.) en las que se determinaron los niveles
basales de cortisol. Inmediatamente se inyect6 la ACTH a una dosis de 250 ug
por animal por via intravenosa e igual dosis de suero fisiolégico a los tres
perros restantes, siendo esta la hora cero del estudio (8 a.m.); se tomo la
segunda muestra a la hora. Las muestras de sangre se obtuvieron de las venas
safena o cefalica con mariposas 21G y se centrifugaron a 3000 rpm durante 15
minutos. El suero obtenido se almaceno a -20° C hasta las determinaciones
hormonales.

Para el estudio ademas se realiz6 un relevamiento entre los afios 2006 y 2009
a nivel de la consulta en el Centro Hospital Veterinario sobre la incidencia de
esta patologia y asi se seleccionaron 11 perros, en funcion del diagnostico
presuntivo de sindrome de Cushing que se les habia realizado.

Los animales seleccionados presentaban alguno de estos signos clinicos:
poliuria, polidipsia, polifagia, aumento del tamafio del abdomen, pelo fino,
alopecia, piel delgada, piodermia, jadeo, debilidad muscular, atrofia muscular,
letargia, seborrea, hiperpigmentacion y comedones. De los 11 perros, 9 eran
hembras, 2 machos; la edad promedio 9 afios y las razas Caniche, Cocker
spaniel, Pincher, Barbilla, Dachshund y cruzas.

Se determiné en estos 11 animales la concentracién de FAS, colesterol y se les
realiz6 la prueba de estimulacion con ACTH utilizando el mismo protocolo que
en el grupo control, con el propésito de confirmar la presencia de la
enfermedad.

A todos los animales estudiados (grupo control y grupo con diagnéstico

presuntivo de sindrome de Cushing) se les efectué un ayuno de 8 horas de
sélidos previo a la prueba.
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Cuadro 1. Signos clinicos de los animales con diagnéstico presuntivo de
sindrome de Cushing.

: Edad . .
(]
N° animal Raza Sexo (afios) Signos Clinicos
Alopecia bilateral y simétrica,
1 Cruza Hembra 14 comedones, abdomen péndulo.
Antecedentes piodermias,
2 Caniche Hembra 9 comedones, piel apergaminada,
polifagia.
. Alopecia bilateral y simétrica,
3 Caniche Macho 5 comedones.
Alopecia bilateral y simétrica,
4 Caniche Hembra 13 | comedones, piel apergaminada,
abdomen péndulo.
Cruza Hembra 13 Poliuria, polidipsia, polifagia.
Poliuria, polidipsia, polifagia,
Cruza Hembra 13 problemas hepéaticos y renales.
Seborrea y pitiriasis, ceguera,
/ Cocker Macho | 7 | poliuria, polidipsia, polifagia,
Seborrea seca, abdomen
8 Cruza Hembra distendido, poliuria, polidipsia,
Pincher Hembra Piel apergaminada, comedones.
Alopecia bilateral y simétrica, piel
10 Barbilla Hembra 4 fina, abdomen péndulo, poliuria,
polidipsia.
11 Dachshund Hembra 11 Coquon_es, abdomen pendulo,
claudicacién.

6.2. Determinaciéon hormonal

La determinacién de cortisol sérico se realiz6 por Radioinmunoanalisis (RIA) en
la fase sélida utilizando un kit comercial (Diagnostic Products Corporation:
DPC, Los Angeles, EEUU). La sensibilidad aproximada fue de 0,48 pg/dL.

6.3. Determinacion de FAS y colesterol

Las concentraciones de fosfatasa alcalina se determinaron por
espectrofotometria mediante un kit comercial (ALKALINE PHOSPHATASE
(ALP) - AMP, BioSystems S.A. Costa Brava 30, Barcelona (Espafia).
Sensibilidad: 0,362 AmA«L/U+min.

Los niveles de colesterol se determinaron por medio de espectrofotometria
(Photometer, BTS-305, Biosystem), utilizando un Kit comercial, ByoSistems
S.A. Costa Brava 30, Barcelona (Espafia). Los coeficientes de variacién para
los controles comerciales (Biochemistry control serum | y I, Biosystem) para
este metabolito fueron menores a 10 y 12 % respectivamente. Sensibilidad
analitica 1,75 mA-dL/mg.
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6.4. Anélisis estadistico

Los datos obtenidos fueron evaluados usando el programa Stata 11.0 y el Test
de Wilcoxon de suma de rango para muestras independientes (también
llamada Prueba U de Mann Whitney). Este test es una prueba no paramétrica.
Se utiliza como alternativa a la prueba t de Student cuando no se puede
suponer la normalidad de dichas muestras. Se considerd significativo cuando

P<0.05.
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7. RESULTADOS

En los perros del grupo control los niveles basales de cortisol y los niveles de
cortisol luego de realizada la prueba de estimulacion con ACTH, se encontraron
dentro del rango de referencia reportado en la bibliografia internacional (0,5 - 6
pg/di y 6 — 17 pg/dl respectivamente).

De los 11 perros evaluados con diagnéstico presuntivo de sindrome de
Cushing resultaron positivos al test de estimulacion con ACTH dos animales:
un Caniche de 13 afios (Caso N° 4) que ademas presento niveles de colesterol
elevado y un Dachshund de 11 afos (Caso N° 11) que ademas tuvo
concentraciones de FAS elevada, ambas fueron hembras (Cuadro 3).

Otros dos caninos de raza Caniche, una hembra de 9 afios (Caso N° 2) y un
macho de 5 afos (Caso N° 3), mostraron valores de ACTH en el limite superior
pero dentro del rango de referencia (Cuadro 3).

Un canino presentdé unicamente valores altos de FAS (Caso N° 6) y dos
animales concentraciones de colesterol elevadas (Caso N° 2 y 5). El resto de
los casos presentaron valores normales para las variables estudiadas (Caso N°
1,7, 8, 9y 10) (Cuadro 3).

Comparando los valores de ACTH entre los dos grupos (sanos y con
diagnostico presuntivo de sindrome de Cushing) utilizando el Test de Wilcoxon
no se observaron diferencias significativas entre ambos (P>0,8961). En cambio
se observé una diferencia significativa en los valores de colesterol a favor del
grupo animales con diagnéstico presuntivo de sindrome de Cushing
(P<0.0040).

Cuadro 2. Valores de colesterol y de cortisol luego de la administracion de
ACTH y de suero fisiolégico en el grupo de animales control.

ACTH**
0 m Colesterol*
N°animal | Sexo Tratados (mg/di) - (pg/d|)2a
1 Macho ACTH 85,14 0,7 11,22
2 Hembra ACTH 89,01 0,96 12,36
3 Hembra Suero 104,49 - -
4 Macho ACTH 85,14 1,94 6,96
5 Hembra Suero 85,14 - -
6 Macho Suero 92,88 - -
7 Hembra ACTH 127.71 0.50 13,51

*Valores de referencia colesterol: 135 — 270 mg/di (Kaneko, 1997).

** Valor de cortisol normal post-estimulacion con ACTH: 6 — 17 ug/dl (Feldman

y Nelson, 2007).
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Cuadro 3. Valores de FAS, colesterol y cortisol luego de la administracion de
ACTH en animales con diagnéstico presuntivo de sindrome de Cushing.

o . ww| ACTH***

an'iqmal Raza Sexo (Egzg) ::lﬁ‘/sl_) Co(l;sgt/idrlc)" :Eg/dl) 5
1 Cruza Hembra| 14 123,38 203,70 490 11,72
2 Caniche |Hembra 9 82,29 680,30 3,60 15,41
3 Caniche | Macho 5 71,33 137,70 296 15,60
4 Caniche |Hembra 13 138,09 255,75 7,16| 18,47
5 Cruza Hembra 13 141,40 348,55 3,60 13,35
6 Cruza Hembra| 13 1160,20( 221,70 0,12| 5,52
7 Cocker Macho 7 68,57 128,90 1,15 5,82
8 Cruza Hembra 9 27,46 195,10 3,70 11,60
9 Pincher |Hembra 5 67,70 250,00 450| 5,32
10 Barbilla |Hembra 4 13,97 171,85 0,33| 6,43
11 Dachshund | Hembra 11 681,12 174,00 7,90 23,20

* Valores de referencia FAS: 20 — 156 Ul/l (Kaneko, 1997).
** Valores de referencia colesterol: 135 — 270 mg/dl (Kaneko, 1997).

*** Valores de cortisol post-estimulacion con ACTH: normal 6 - 17 pg/dl,
limitrofe 17 — 22 pg/dl y compatible con la enfermedad 2 22 ug/dl (Feldmany
Nelson, 2007).
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8. DISCUSION

En el presente estudio, resultaron positivos al test de estimulaciéon con ACTH
dos hembras de las razas con mayor predisposicién a sindrome de Cushing,

Caniche y Dachshund, de 13 y 11 afios, respectivamente. Estos datos . - &

coinciden con lo reportado por Reusch (2006) quien publicé que la enfermedad
se presenta con mayor frecuencia en perros de 6 afios de edad o mas
(promedio de 9 a 11 ailos). Reusch (2006) y Mooney (2007) sostienen que al
parecer no hay una predisposicion de género, pero los TAF parecen ser mas
frecuentes en hembras que en machos. Gallelli (2009) encontré que el HDP
provocado por corticotropinoma es mas frecuente en la hembra y de evolucion
diferente en el tiempo respecto al macho, esto se contrapone a lo reportado por
Ramsey y Ristic (2007) quienes encontraron que el HDP no presenta
predisposicion sexual.

Los casos positivos al test de estimulacién con ACTH presentaron, uno de ellos
FAS aumentada y colesterol normal y el otro FAS normal y colesterol en el
limite superior dentro del rango normal. Esto se contrapone con lo reportado
por Nelson (2005), quien encontr6 que el incremento de la actividad de FAS y
de la concentracién de colesterol son los indicadores mas confiables de SC; la
FAS y colesterolemia incrementan en aproximadamente el 95% y 75% de los
perros hiperadrenales, respectivamente. La medicién de la FAS es bastante
sensible pero no es especifica del SC ya que la isoenzima inducida por
glucocorticoides puede aumentar en hepatopatias, diabetes mellitus y en
perros tratados con anticonvulsivantes y con glucocorticoides (Herrtage, 2007).
La concentracion plasmatica del colesterol no es un hallazgo especifico ya que
también aumenta en hipotiroidismo, diabetes mellitus, trastorno colestasico del
higado y nefropatias con pérdida de proteinas (Feldman y Nelson, 2007).

Si bien nuestro “n” fue pequefio, solo el 18% de los casos (2 animales de 11
estudiados) resultaron positivos al test de estimulaciéon con ACTH, esto puede
atribuirse en parte a un incorrecto diagnéstico clinico de la enfermedad.
Debemos recordar que hay otras enfermedades con sintomas clinicos similares
que han de ser tenidas en cuenta. No deberia descartarse el diagnéstico de SC
basandose en esta respuesta normal a la ACTH, ya que cerca del 20% de los
perros hiperadrenales tienen resultados normales (Feldman y Nelson, 2007). La
prueba de estimulacion con ACTH tiene una sensibilidad del 60 al 85% de los
casos (Reusch, 2006).

Algunos perros con signos clasicos de hiperadrenocorticismo y valores
hematolégicos y bioquimicos tipicos tienen respuesta normal de cortisol a la
prueba de estimulacion con ACTH. En estos casos se mide la 17-
hidroxiprogesterona que aumenta luego de la administracion de ACTH. A estos
casos se les ha llamado hiperadrenocorticismo atipico. Estos animales pueden
tener un fallo en el proceso de produccién de esteroides dando como resultado
el aumento de algunos de los precursores del cortisol, 17-hidroxiprogesterona
(Herrtage, 2007).

En nuestro trabajo en la mayoria de los casos no encontramos concordancia
entre la sintomatologia clinica y las pruebas realizadas.

En funcién de los resultados obtenidos consideramos que ante la sospecha
clinica de SC es necesario realizar una serie de pruebas endoécrinas, una
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bioquimica sanguinea completa, diagnéstico por imagen para poder arribar a
un diagnéstico definitivo de SC y determinar su origen (pituitario o adrenal) para
poder conocer el pronéstico e instaurar el tratamiento adecuado.

Los protocolos diagndsticos a seguir para SC varian segun los diferentes
autores. Herrtage (2007) propone el test de respuesta a la ACTH como primer
test diagnoéstico, seguido del test de supresion con dexametasona a baja dosis
si el primero da un resultado normal y los signos clinicos son sospechosos de
SC. Otros investigadores prefieren utilizar como test de primera linea la
relacion cortisol.creatinina en orina y de ser necesario medir ACTH endégena
acompafiado de la tomografia computarizada y de la resonancia magnética
(Castillo, V., comunicacién personal).

Hubiera sido de gran utilidad realizar otras pruebas endocrinas (relacion
cortisol: creatinina en orina, supresion con dexametasona a dosis bajas) para
diagnosticar aquellos casos no detectados mediante el test de estimulacién con
ACTH pero no contamos con la autorizacién de los propietarios para continuar
este trabajo.
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9. CONCLUSIONES

Concluimos que el test de estimulacién con ACTH no es una prueba de primera
linea para el diagnéstico de esta enfermedad. Si se utiliza se deberia combinar
con una bioquimica sanguinea completa, otras pruebas endocrinas como la
relacién cortisol:creatinina en orina, cuya sensibilidad es elevada (95%) e
imagenologia.

Debemos tener en cuenta que no deberia excluirse un diagnéstico de SC
basandose en valores normales del test de estimulaciéon con ACTH, de FAS,
colesterol si los signos clinicos son compatibles con la enfermedad.

Siempre que la clinica nos sefiale la presencia de SC, aunque los resultados de
las pruebas diagnoésticas sean negativos, no debemos descartar la enfermedad
y se debe seguir investigando.
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