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RESUMO

H& poucas evidéncias de que existam fatores de risco para o desenvolvimento da
Sindrome de Cushing (hipercortisolismo — HC), bem como da existéncia de potenciais fatores
de protecdo contra o desenvolvimento da doenca. O cortex das glandulas adrenais pode sofrer
hipertrofia e hiperplasia apds exposi¢do cronica a agentes estressores, assim como ja foram
documentados aumentos na concentracao serica de cortisol nestas situagdes, evidenciando que
estressores ambientais influenciam o eixo hipotalamo-hipd6fise-adrenal. Entretanto, ha poucos
estudos que busquem esclarecer se a exposi¢do cronica a estes estressores pode representar
algum risco para o desenvolvimento do HC em cées. O objetivo deste estudo foi avaliar se cées
com diagndstico de HC (casos) foram mais expostos a situagdes estressantes durante a vida em
comparacdo a cdes higidos (controles), bem como avaliar se havia alguma diferenca entre 0s
dois grupos em relacdo ao temperamento, comportamento social e na exposic¢do a plastico e a
alimentos enlatados. Para tanto, foi aplicado um questionario a tutores de cdes com diagnostico
de HC e a tutores de cdes higidos pareados por idade, sexo e raca (1:2). Foi considerado como
critério de exclusdo a auséncia de confirmacdo do HC através de testes hormonais nos casos,
bem como exposigédo crénica ou recente a tratamentos com glicocorticoides para os controles.
O questionario foi aplicado novamente apds trés semanas em 25% dos animais de cada grupo,
a fim de fazer uma validacdo interna e avaliar o nivel de compreensdo do questionério e a
repetibilidade das respostas. Ao todo, participaram do estudo 270 cées, sendo 90 casos e 180
controles. Cdes com HC foram mais expostos a castracdo (OR 2,32, IC 95% 1,21 — 4,47), a0
uso de comedouros e bebedouros plasticos (OR 2,39, IC 95% 1,03 —5,49) e a viverem em locais
fechados, incluindo apartamentos e casas sem acesso a quintal (OR 2,20, IC 95% 1,31 — 3,68).
Além disso, os cdes com HC eram mais expostos ao fator isolamento em relacdo a outros
animais tendo mais chances de serem os Unicos animais da casa (OR 1,99, IC 95% 1,15 — 3,45).
Entretanto, ndo foi observada correlagéo significativa entre exposic¢do a alimentos enlatados ou
a brinquedos plasticos, presenca de fobias ou ansiedade de separacdo, temperamento medroso
Ou agressivo e uma maior prevaléncia de cdes com HC. Os resultados obtidos nesta analise
exploratdria serdo submetidos a analise de regressdo multivariada para avaliacdo aprofundada
dos fatores de risco identificados.

Palavras-chave: hipercortisolismo; sindrome de Cushing; estresse; estilo de vida; plastico;
isolamento social; bisfenol A.



ABSTRACT

There is little evidence that there are risk factors for the development of Cushing's
Syndrome (hypercortisolism - HC) or protective factors against the development of the disease.
The adrenal gland cortex may undergo hypertrophy and hyperplasia after chronic exposure to
stressors, as well as increases in the serum cortisol concentration in these situations have been
documented, showing that environmental stressors influence the hypothalamic-pituitary-
adrenal axis. However, there are few studies that seek to clarify whether chronic exposure to
such stressors may pose any risk for the development of HC in dogs. The aim of this study was
to assess whether dogs diagnosed with HC (cases) were more exposed to stressful situations
during their life compared to healthy dogs (control group), as well as to assess whether there
was any difference between the two groups regarding temperament, exposure to plastic and
canned food. To this end, a questionnaire was applied to owners of dogs diagnosed with HC
and to owners of healthy dogs matched for age, sex and breed (1:2). Exclusion criterion for the
case group was the absence of confirmation of HC through hormonal tests in the cases.
Exclusion criteria for the control group were animals with chronic or recent exposure to
glucocorticoid treatments. The questionnaire was applied again after three weeks in 25% of
the animals in each group, in order to make an internal validation and evaluate the level of
understanding of the questionnaire and the repeatability of the answers. In all, 270 dogs
participated in the study, 90 cases and 180 controls. Dogs with HC were more exposed to
castration (OR 2.32, 95% CI 1.21 - 4.47), to the use of plastic feeders and drinkers (OR 2.39,
95% CI 1.03 — 5.49) and living in closed places, including apartments and houses without
access to the backyard (OR 2.20, 95% CI 1.31 - 3.68). In addition, dogs with HC were more
likely to be the only animal in the house (OR 1.99, 95% CI 1.15 - 3.45). However, no significant
correlation was observed between exposure to canned food or plastic toys, presence of phobias
or separation anxiety, fearful or aggressive temperament and a higher prevalence of dogs with
hyperadrenocorticism. The results obtained in this exploratory analysis will be submitted to
multivariate regression analysis for in-depth assessment of the identified risk factors.

Keywords: hyperadrenocorticism; Cushing’s syndrome; stress; lifestyle; plastic; social
isolation; bisphenol A.
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1 INTRODUCAO

O hipercortisolismo (HC) ou sindrome de Cushing € uma das doencas endocrinas mais
comumente diagnosticadas em cées, correspondendo a 37% do total de caninos atendidos no
Servigo de Endocrinologia e Metabologia do Hospital de Clinicas Veterinarias da UFRGS entre
os anos de 2004 e 2014 (POPPL et al., 2016). Apesar de a doenca estar sendo amplamente
estudada e haver muito mais conhecimento sobre a sua etiopatogenia, ndo se sabe ao certo se
ha fatores que possam predispor ao seu desenvolvimento e se ha alguma forma de prevencéo

da doenga.

O HC é resultado de um desbalan¢o do eixo hipotdlamo-hipo6fise-adrenal que cursa com
pulsos de hipersecrecdo de cortisol enddgeno, geralmente em decorréncia de adenomas ou
carcinomas em regido de hipofise ou de glandula adrenal. (ORTH, 1988; HANSON, 2006;
NELSON e COUTO, 2015). A hipersecrecdo de cortisol leva a disfuncdo de diversos tecidos,
resultando em manifestacBes clinicas multissistémicas. Os sinais clinicos mais comumente
observados em cdes com hipercortisolismo sdo polidria, polidipsia, polifagia, distensdo
abdominal, fraqueza muscular e alopecia endécrina bilateral. Geralmente os cdes acometidos
ndo apresentam todas as alteracdes clinicas de forma concomitante, provavelmente devido ao
maior entendimento da doenca, que possibilita que o diagndstico e o tratamento sejam
realizados de forma mais precoce (BEHREND et al, 2013).

Quando um animal higido é exposto ao estresse, 0 hipotdlamo produz e secreta o
hormdnio liberador de corticotropina (CRH) no nucleo paraventricular, que uma vez liberado
na eminéncia mediana da hipofise é captado e transportado até a adenohipofise pelo sistema
portal venoso hipofisario. Ao agir sobre os corticotrofos, 0 CRH ativa a producdo de
proopiomelanocortina (POMC), precursora da formacdo do horménio adrenocorticotréfico
(ACTH). O ACTH é secretado para corrente sanguinea e estimula a producéo e liberagdo do
cortisol pelo cortex adrenal, o qual faz feedback negativo na hipéfise e no hipotalamo,
modulando a sua prépria producdo. Em cdes com HC, a neoplasia hipofisaria torna a hipofise
ndo responsiva ao feedback negativo do cortisol, mantendo elevada a producdo de ACTH e
fazendo com que as adrenais se tornem hiperplésicas bilateralmente. Estes casos sdo
classificados como HC ACTH-dependentes e correspondem a cerca de 85% dos casos. J& nos
cdes em que o hipercortisolismo tem origem em neoplasias adrenais funcionais, a producgéo

exacerbada de cortisol pelo tumor faz feedback negativo sobre a hipofise, levando a uma



reducdo na producdo de ACTH, o que leva a atrofia da glandula adrenal contralateral ao tumor.
A adrenal neoplasica, entretanto, segue produzindo cortisol de forma autbnoma. Estes casos séo
classificados como ACTH-independentes e correspondem a cerca de 15% dos casos (MARCO,
2015; NELSON e COUTO, 2015). Outros subtipos menos comuns de HC ACTH-dependentes
e ACTH-independentes sdo descritos, como o HC dependente de alimento e o HC devido a
secrecdo ectopica de ACTH (GALAC et al, 2005; GALAC et al, 2008; LEE et al, 2020).

Situacdes de estresse podem corresponder tanto a situacGes adversas externas, como
sentimentos de medo, ansiedade, fome e confinamento, assim como disfun¢des organicas
sistémicas, como a ocorréncia de neoplasias e de outras doengas. Fisiologicamente, o0 organismo
dos mamiferos esta adaptado a aumentar a secrecdo de cortisol frente a situacdes que gerem
alerta, modificando o metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas a fim de priorizar o
funcionamento de dérgdos vitais e manter a glicemia em concentracGes séricas adequadas por
mais tempo. J& foi documentado que as adrenais podem tornar-se hipertréficas e hiperplasicas
frente a situacOes de estresse cronicas, como resposta a maior secrecdo de ACTH (ULRICH-
LAl et al, 2006). Ainda ndo foi documentado, entretanto, se as alteracdes fisioldgicas causadas
pela exposicdo cronica ao estresse podem ter correlacdo com uma maior predisposicdo ao

desenvolvimento do HC.

Além do estresse, 0 contato com algumas substancias que podem estar presentes em
materiais plasticos, como brinquedos, comedouros e bebedouros, bem como no revestimento
interno das latas de alimentos comerciais, também é capaz de alterar o funcionamento do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal. Essas substancias podem agir como disruptores endocrinos e
interferir no funcionamento de diferentes hormonios. O bisfenol A é uma das substancias que
pode estar presente no plastico e nos alimentos enlatados e € capaz de interferir no mecanismo
de inativacdo de cortisol e corticosterona a cortisona. (BASAK, DAS e DUTTAROQY, 2020).
Logo, é importante avaliar se a interferéncia ocasionada pelo contato com possiveis disruptores

endocrinos pode ser um fator de risco para o desenvolvimento do HC.

O objetivo deste estudo foi avaliar se cdes com diagndstico de HC foram mais expostos
a situacOes estressantes e ao contato com plastico e alimentos enlatados durante a vida em
comparacédo a cées higidos, bem como avaliar se havia alguma diferenca entre os dois grupos
em relagdo ao temperamento e comportamento social. Buscou-se elucidar, dessa forma, se a
exposicao cronica ao estresse configura um potencial fator de risco e se o enriquecimento

ambiental poderia atuar como fator protetivo para o desenvolvimento da doenca.
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2 MATERIAIS E METODOS

Para a realizacéo deste estudo foi elaborado um questionario (ANEXO 1) contendo 22
perguntas de multipla escolha sobre temperamento, interacdo social, enriquecimento ambiental,
exposicao a possiveis estressores ambientais, bem como contato com plastico e com alimentos
enlatados. Foram selecionados 90 cées com diagnostico de HC, confirmados através de teste de
supressdo por baixa dose de dexametasona e/ou por teste de estimulagdo com horménio
adrenocorticotrofico (ACTH). Cada cdo com HC foi pareado com outros dois cées higidos da
mesma raca, género e idade. Foram excluidos do estudo cdes com suspeita de HC que néo
tivessem resultado de teste hormonal confirmatério da doenca, bem como cées higidos que
estivessem fazendo uso crénico ou recente de glicocorticoides exdgenos. Os tutores dos cédes
responderam ao questionario através da plataforma online Google Forms, sendo que 25% dos
tutores de cada grupo responderam ao questionario uma segunda vez apds trés semanas da

primeira resposta, a fim de avaliar a consisténcia interna e repetibilidade do questionario.

Todas as questdes de maltipla escolha foram convertidas em varidveis dicotdbmicas —
exposto ou ndo exposto — de acordo com a frequéncia com que o habito ou comportamento era
relatado pelo tutor. Para a analise estatistica foi determinado odds ratio (OR), com respectivos
intervalos de confianca de 95 por cento (IC 95%) para cada fator em estudo. Valores de odds
ratio entre 0 e 1 foram considerados fatores de protecdo para HAC, enquanto valores maiores
que 1 foram considerados fatores de risco para a doenca. Foram considerados significativos 0s
OR cujos IC 95% ndo cruzaram o valor trivial 1. Os valores de OR e respectivos IC 95% foram

calculados no programa Excel.

Na primeira se¢do do questionario os tutores forneceram dados gerais sobre cada céo,
incluindo nome, idade, sexo, racga, estado reprodutivo e tipo de habitagcdo. Cées que moravam
em apartamento ou em casa sem quintal foram considerados expostos a variavel “auséncia de

patio” e cdes que moravam em casa com quintal ou em sitio foram considerados ndo expostos.

A segunda secdo se referia ao cotidiano do cdo. A frequéncia dos passeios, idas ao
petshop, hotéis e creches, habito de brincar com os familiares e consumo de dieta comercial
enlatada foram avaliados nesta questdo como “nunca ou raramente”, “algumas vezes por ano”,

“algumas vezes por més”, “algumas vezes por semana” ou “diariamente”. Habitos diarios ou
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semanais foram considerados exposi¢ao as variaveis “passeios”, “petshop”, “hotéis”, “creche”,
“brinquedos plasticos”, “brincadeira com familiar” e “alimento enlatado”. Habitos mensais,
anuais ou que nédo faziam parte do cotidiano do cdo foram considerados como ndo exposicao.
Animais com doenca crénica ou que sofreram mudancas bruscas em seu cotidiano, como morte
de familiar ou de animal contactante, mudanca de residéncia ou nascimento de filhos foram
considerados expostos a variavel “mudanga na rotina”. Com relacdo ao ambiente em que 0s
animais passavam a maior parte do tempo, animais confinados a um cémodo da casa ou
apartamento e animais que viviam acorrentados foram considerados expostos a variavel
“confinamento”, enquanto animais que viviam soltos no patio, com ou sem acesso a rua, ou que
tinham acesso livre a todos ou quase todos os cOmodos da residéncia foram considerados néo
expostos. Com relacdo ao contato com potes plasticos, cdes que tinham comedouro e/ou
bebedouro de composi¢do plastica foram considerados expostos a varidvel “contato com
plastico”, enquanto cdes que tinham comedouro ¢ bebedouro feitos de outros materiais eram

considerados ndo expostos.

Algumas variaveis foram categorizadas e analisadas separadamente. O tamanho total de
espaco disponivel foi dividido em “menos de 30m2”, “entre 30 e 100m2” e em “mais de 100m2”.
O convivio com outros animais foi dividido em: 1) ser o Gnico animal na casa; 2) conviver com
caes e/ou com cées e gatos; 3) conviver unicamente com gatos. O nimero de familiares que
conviviam com o céo foi dividido em: 1) uma Unica pessoa convivendo diariamente com o c&o;
2) de duas a quatro pessoas convivendo diariamente com o cdo ou 3) mais de cinco pessoas
convivendo diariamente com o cdo. A convivéncia com criancas também foi categorizada e
analisada separadamente, sendo dividida em: 1) sem contato didrio com criancas; 2) contato
diario com crianca menor de cinco anos de idade ou 3) contato diario com crianca maior de

cinco anos de idade.

A terceira se¢do do questionério referia-se ao temperamento e nivel de socializacdo do
cdo, sendo considerados expostos a variavel “temperamento” os caes descritos pelos tutores
como medrosos, timidos e/ou ansiosos, carentes, agressivos e/ou dominantes e tristes. Foram
considerados ndo expostos os cdes descritos como ativos e/ou brincalhdes, independentes e
quietos, calmos e/ou sedentarios. Quanto a presenca de fobias, 0s cdes que ndo possuiam
quaisquer tipos de fobias foram considerados ndo expostos e 0s cédes que apresentavam medo
de chuva ou trovBes, medo de sons ou barulhos especificos, medo de pessoas ou medo de outros

animais foram considerados expostos a variavel “fobias”.
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No que se refere ao grau de rela¢do do cdo com a familia, cdes considerados pelos tutores
como cdes de guarda ou de trabalho ou como animais de estimacdo foram considerados nédo
expostos e cdes considerados pelos tutores como membros da familia, como filhos ou como
parte dos tutores foram considerados expostos a variavel “membro da familia”. Com relagdo ao
tempo diario de atencdo destinado aos cdes pela familia, foram considerados ndo expostos 0s
cées que tinham 1 hora diaria ou menos de convivio com os tutores, e expostos a variavel
“convivio com o tutor” os caes que conviviam com o tutor duas horas diarias ou mais, ou que
estavam constantemente em contato com os tutores. O ultimo fator estudado foram os sinais de
ansiedade de separacdo, sendo considerados expostos a varidvel “ansiedade por separagdo” os
caes que mostravam comportamentos de ansiedade na saida do dono algumas vezes por semana
ou diariamente e considerados ndo expostos 0s caes que apresentavam o comportamento menos
de uma vez por més. A Ultima pergunta era referente ao nivel de entendimento do questionario,
sendo que o tutor podia optar entre ter considerado o questionario “confuso”, “pouco claro”,

“claro” ou “muito claro”.
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3 RESULTADOS

Ao todo, tutores de 270 cées responderam ao questionario, sendo 90 pertencentes ao
grupo HC e 180 ao grupo controle. A média de idade do grupo HC e do grupo controle foi de
12,5 £ 2,5 anos, ndo havendo diferencga entre 0s grupos, uma vez que 0 pareamento levou em
consideracdo a idade. Da mesma forma, ndo houve diferencas entre os dois grupos em relacao
ao género, sendo 70% dos cées fémeas e 30% dos cdes machos em ambos 0s grupos. Também
ndo houve diferencas entre os grupos em relacdo as ragas. A populacéo do estudo foi composta
por 18,9% Yorkshire Terrier, 17,8% Poodle, 14,4% SRD, 10% Dachshund, 8,9% Maltés, 7,8%
Shih Tzu, 6,6% Lhasa Apso, 3,3% Cocker Spaniel, 2,2% Boxer, 2,2% Fox Paulistinha, 2,2%
Beagle, 2,2% Schnauzer, 1,1% Bichon Frisé, 1,1% Pinscher, 1,1% Buldogue Campeiro. Quanto
a clareza do questionario, 5,5% dos tutores do grupo HC consideraram o questionario confuso
ou pouco claro, enquanto 94,5% dos tutores consideraram o questionério claro ou muito claro.
No grupo controle, 1,7% dos tutores consideraram o questionario confuso ou pouco claro,

enguanto 98,3% consideraram o questionario claro ou muito claro.

Ap0s a transformacéo de cada questdo de multipla escolha em variaveis dicotdmicas, 0s
OR e respectivos IC 95% obtidos da analise univariada estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1. Resultados de OR com respectivos limites inferiores e limites superiores de 1C 95%

da exposicéo as diferentes variaveis em estudo.

Variaveis em estudo Casos (%) Controles (%) OR IC 95% (Linf — Lsup)

Passeios 54 (60) 89 (49,4) 1,53 0,91-2,56
Brinquedos plasticos 44 (48,8) 72 (40) 1,43 0,86 — 2,38
Habito de brincar 70 (77,8) 137 (76,1) 1,09 0,60 -2,00
Petshop 33 (36,6) 56 (31,1) 1,28 0,75-2,18

Creche 0 (0) 1(0,5) 0 0
Hotéis 11 (12,2) 11 (6,1) 2,13 0,88-5,14
Alimentos enlatados 17 (18,9) 28 (15,5) 1,26 0,65 - 2,45
Doencas cronicas 38 (42,2) 79 (43,9) 0,93 0,56 — 1,55
Mudangas no cotidiano 33 (36,6) 67 (37,2) 0,97 0,57 -1,64
Temperamento 64 (71,1) 117 (65) 1,32 0,76 — 2,29
Fobias 57 (63,3) 115 (63,8) 0,95 0,59-151
Relacdo com a familia 83(92,2) 157 (87,2) 1,73 0,71-4,21
Tempo de atencdo diaria 77 (85,5) 167 (92,7) 0,46 0,20-1,04
Ansiedade de separacao 30 (33,3) 59 (32,7) 1,02 0,59 -1,75
Apartamento 52 (57,7) 69 (38,3) 2,20* 1,31 - 3,68
Castracao 76 (84,4) 126 (70) 2,32* 1,21 - 4,47
Confinamento 7 (10) 10 (15) 1,43 0,52 - 3,90
Potes plasticos 62 (88,6) 107 (76,4) 2,39* 1,03 -5,49

Fonte: a prépria Autora. * = associacéo significativa.
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Tabela 2. Resultados da analise estatistica de odds ratio de varidveis analisadas separadamente.

Variaveis em estudo Casos (%)  Controles (%) OR I1C 95% (Linf — Lsup)

NUmero contactantes

Unico animal 34 (37,7) 42 (23,3) 1,99* 1,15-3,45

Cées ou cées e gatos 52 (57,7) 124 (68,9) 0,61 0,36 — 1,04

Apenas gatos 2(2,2) 7 (3,9) 0,26 0,06-1,33
Area disponivel (m2)

Menor que 30 2(2,2) 27 (15) 0,12* 0,02 -0,55

Entre 30 e 100 54 (60) 98 (54,4) 1,25 0,75-2,79

Maior que 100 34 (37,7) 55 (30,5) 1,37 0,81-2,34
Convivio com criancgas

Sem contato 66 (73,3) 130 (72,2) 1,05 0,59 -1,86

Crianca menor de 5 anos 9 (10) 15 (8,3) 1,22 0,51-291

Crianga maior de 5 anos 16 (17,7) 39 (21,6) 0,78 0,40-1,49
NUmero de pessoas na familia

Uma 11 (12,2) 12 (6,6) 1,94 0,82 -4,61

De duas a quatro 70 (77,7) 146 (81,1) 0,81 0,43-1,51

Cinco ou mais 9 (10) 22 (12,2) 0,79 0,35-1,81

Fonte: a prépria Autora. * = associacao significativa.

Foi observada correlacdo estatisticamente significativa entre HC e maior exposicdo a
castracdo, maior contato com potes plasticos, auséncia de contato com péatio e auséncia de
contato com outros animais. Cées com HC foram mais expostos ao longo da vida a castracdo
(OR=2,32; 1C95%=1,21 — 4,47), ao uso de comedouros e bebedouros plasticos (OR=2,39;
IC95%=1,03 - 5,49) e a viverem em locais fechados, incluindo apartamentos e casas sem acesso
a quintal (OR=2,20; 1C95%=1,31-3,68). Além disso, os cdes com HC foram mais expostos ao
fator isolamento em relacdo a outros animais, estando mais expostos ao longo da vida a serem
0s Unicos animais da casa (OR=1,99; 1C95%=1,15 — 3,45). Cées com HC foram menos expostos
ao confinamento em ambientes de tamanhos menores ou iguais a 30m? (OR=0,12;
1C95%=0,02-0,55) em comparacao aos caes higidos. Entretanto, ndo foi observada correlagdo

estatisticamente significativa entre exposicdo a alimentos enlatados ou a brinquedos plasticos,
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presenca de fobias ou ansiedade de separacdo, temperamento mais medroso ou agressivo e uma

maior prevaléncia de cdes com HC.
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4 DISCUSSAO

Atualmente a sindrome de Cushing é a endocrinopatia mais frequentemente
diagnosticada na medicina veterinaria, o que se deve em parte ao maior conhecimento sobre a
doenca, permitindo a realizagdo de diagnosticos mais precoces. Por se tratar de uma doenca de
frequéncia crescente, fazem-se necessarios mais estudos para elucidar se ha envolvimento de
fatores ambientais no desenvolvimento da doenca e, portanto, se 0 aumento de diagndsticos

pode estar relacionado também a uma maior exposicao dos cées a fatores de risco para a doenca.

Sabe-se que o estresse interfere no eixo hipotalamo-hip6fise-adrenal de forma a causar
aumento da concentracdo sérica de cortisol e hiperplasia das glandulas adrenais (ULRICH-LAI
et al, 2006). Entretanto, ndo estéa claro se a hiperfuncéo causada pelo estresse é capaz de facilitar
a formacé&o de neoplasias secretoras, levando a um risco maior de desenvolvimento da sindrome

de Cushing.

Estudos em humanos mostram que a exposi¢cdo ao estresse de forma precoce, quando
em fases criticas para o desenvolvimento do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, pode interferir
na maturagéo funcional do eixo, afetando sua fungéo basal e sua fungéo induzida por estresse
na vida adulta e tornando a susceptibilidade ao estresse daquele individuo alterada por toda a
vida. Tal alteracdo pode predispor a ocorréncia de psicopatias na vida adulta, dependendo dos
fatores ambientais a que esta pessoa estiver exposta (BODEGOM; HOMBERG e HENCKENS,
2017). Em cées, estudos mostram que a exposic¢ao precoce aos fatores ambientais interfere no
comportamento e no enfrentamento ao estresse na vida adulta, porém ha caréncia de estudos
mostrando se a exposi¢ao precoce ao estresse em cades é capaz de interferir na maturacdo do
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (FOYER et al, 2013).

No presente estudo, observou-se que os cdes com diagnostico de hipercortisolismo
foram significativamente mais expostos a comedouros e bebedouros plasticos ao longo da vida
do que os cées higidos. Ha estudos evidenciando que o bisfenol A (BPA), uma das substancias
presentes no plastico e no revestimento interno de alimentos enlatados, pode inibir a atividade
da enzima 11B-hidroxiesteroide desidrogenase 2, levando a uma menor inativacéo de cortisol e
corticosterona a cortisona. Consequentemente, maiores concentracdes de cortisol e
corticosterona podem ser evidenciadas (BASAK; DAS e DUTTAROQY, 2020). A exposi¢éo ao
BPA ja foi relacionada também a um maior desenvolvimento e progressdo do cancer em

humanos, incluindo cancer de mama, prostata, ovario e de carcinoma endometrial. O BPA é
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capaz de causar alteragdes na proliferacdo, apoptose e migracdo celular, além de ter
envolvimento em vias de sinalizacdo oncogénica (GAO et al, 2015).

Outras substancias podem agir como disruptores enddcrinos sobre o eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal. O tributilestanho (TBT), utilizado na agricultura como pesticida, também
exerce acao inibitéria sobre a atividade da enzima 11p-hidroxiesteroide desidrogenase 2,
elevando as concentragcBes de cortisol. Além disso, o TBT pode causar alteracdes na
diferenciacéo de adipdcitos e uma maior deposicéo de lipidios em adipdcitos e hepatdcitos. Por
esses efeitos, a possibilidade de o TBT ter um papel no desenvolvimento da obesidade e da
sindrome metabdlica vem sendo objeto de estudo em humanos (GRUN e BLUMBERG, 2006;
WADA et al, 2007).

O presente trabalho evidencia a necessidade de mais pesquisas acerca da influéncia do
plastico e das diferentes substancias com efeitos de disrupcdo enddcrina sobre o eixo
hipotdlamo-hipdfise-adrenal. A evidéncia apresentada neste trabalho de que os cées com HC
estavam mais expostos ao plastico ao longo da vida do que os cdes higidos traz o
guestionamento se a diminuicdo do contato com o plastico poderia ter efeito protetivo contra o

desenvolvimento da doenga em cées.

No presente estudo, observou-se que os cdes com HC estavam mais expostos a castracao
do que cdes higidos, o que ja havia sido relatado em trabalhos anteriores (BELANGER et al,
2017; CAROTENUTO et al, 2019). Em um estudo piloto realizado pelo nosso grupo com 20
caes com HC e 40 controles pareados por raca, género e idade, a castracdo também foi
documentada como fator de risco (NOGUEIRA e POPPL, 2018). O fato de ter sido encontrada
correlacdo entre a castracdo e o HC utilizando uma amostra pequena de animais parece
evidenciar que a castracdo é realmente um fator de risco importante para o desenvolvimento da

doenca.

A castracdo leva a interrupcao da producéo de hormonios gonadais e a hipersecrecao de
hormdnios gonadotréficos, j& que ndo h&d mais o feedback negativo para interrupcdo da
producdo de gonadotrofinas - horménio luteinizante (LH) e horménio foliculo estimulante
(FSH). O LH desenvolve papel principalmente na reproducao, porém ha receptores de LH em
diversos tecidos, como nas glandulas tiredides e nas glandulas adrenais. A elevacdo da
concentracdo de gonadotrofinas séricas estimula a producdo hormonal pelas adrenais, que
podem se tornar hiperplasicas e/ou neoplésicas devido a hiperestimulagéo cronica (KUTZLER,

2020). Em ferrets, ja foi identificada correlacdo entre a castragdo e a maior ocorréncia de
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hipercortisolismo, assim como correlagéo entre a idade em que o animal era castrado e a idade
de diagndstico do distdrbio (SHOEMAKER et al, 2000).

Alguns estudos evidenciam a ocorréncia do hipercortisolismo dependente de LH em
ferrets, camundongos e em humanos, sendo possivel documentar aumento das concentracdes
séricas de LH geralmente acompanhadas de concentragdes séricas de cortisol e ACTH dentro
dos valores de referéncia normais para cada espécie (CHRISTOPOULOS; BORDEAU e
LACROIX, 2005; KERO et al, 2000; SHOEMAKER; KUIJTEN e GALAC, 2008). Foi
documentado também que a colocacao de um implante de um agonista de GnRH em um ferret
com hipercortisolismo foi capaz de reveter os sinais clinicos de HC apds trés semanas da
aplicacdo, bem como de normalizar as alteracdes na imagem ultrassonografica das glandulas
adrenais e as alteracdes de exames laboratoriais apds trés meses (SHOEMAKER; KUIJTEN e
GALAC, 2008). Em estudo com camundongos adrenalectomizados nos quais foram
implantadas sob a capsula renal celulas adrenais modificadas geneticamente, com expressao de
receptores de LH e de gonadotrofina corionica humana, observou-se que a presenca desses
receptores aberrantes foi capaz de induzir hiperplasia celular e sintomatologia clinica de
sindrome de Cushing (MAZZUCO et al, 2006). No entanto, o eventual papel da elevacdo
cronica de LH pos-castracdo na patogenia do HC carece de comprovacao. Apesar disso, a
possibilidade da ocorréncia desta etiologia em cées ja vem sendo discutida (KUTZLER, 2020).

As regulacdes dos eixos hipotalamo-hipofise-adrenal e hipotalamo-hipofise-gonadal
sdo interligadas, fazendo com que as alteracfes hormonais a nivel adrenal ou a nivel gonadal
produzam efeitos concomitantes sobre os dois eixos regulatérios. Os glicocorticoides, a
progesterona e os receptores de androgénios tém a capacidade de reconhecerem e funcionarem
em um sitio de DNA comum. Os androgénios tém a capacidade de interagirem fisicamente com
os receptores de glicocorticoides e, desta forma, um exerce influéncia sobre a transcri¢do do
outro (CHEN et al, 1997; VIAU, 2002).

Apesar de estar relacionada a prevencdo de muitas doencas como a piometra, as
neoplasias de ovarios, Utero e de mama e da diabetes mellitus, além dos potenciais beneficios a
salde publica através de um maior controle populacional, a castracdo também esta relacionada
ao aumento da ocorréncia de algumas doengas. Além de estar associada a uma maior ocorréncia
de HC, a castracdo ja foi relacionada a ocorréncia aumentada de algumas neoplasias, como o
hemangiossarcoma, o linfoma, 0 mastocitoma e o osteossarcoma, bem como ao aumento de

ocorréncia de doencas autoimunes, de rompimento do ligamento cruzado anterior e de epilepsia
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(SUNDBURG et al, 2016; BELLANGER et al, 2017). Os resultados encontrados neste estudo
reforcam a necessidade de que a indicacao da castracdo seja feita de forma ponderada, avaliando
0 contexto em que cada paciente esta inserido e considerando tanto os potenciais beneficios

quanto os potenciais riscos que o procedimento pode trazer a longo prazo.

Neste trabalho foi observado que cdes com HC foram mais expostos ao longo da vida a
auséncia de patio ou quintal quando comparados a cées higidos. Sdo necessarios mais estudos
para elucidar se este achado se deve a uma pontencial falta de enriqguecimento ambiental como
um fator desencadeador de estresse - levando a um maior risco de HC -, ou eventualmente a
uma maior exposi¢cdo a contaminantes ambientais com acéo de disrupcdo enddcrina, ou ainda

a outros fatores ndo abordados neste estudo.

No presente estudo, cdes com HC estavam mais expostos a privacao de contato com
outros animais do que os cdes higidos. Em estudo feito com cées de abrigo comparando
comportamentos indicativos de estresse e concentracdes de cortisol nos pélos de cées alojados
individualmente e apds serem realojados em pares, observou-se reducdo de comportamentos
relacionados ao estresse e reducdo de concentracao de cortisol em cdes apos eles serem expostos
ao contato com outro animal da mesma espécie (GRIGG et al, 2017). Outro estudo com cées
em abrigo mostrou que cdes alojados em grupo tinham menores taxas de vocalizagdo,
problemas comportamentais e comportamentos estereotipados. Além disso, cédes alojados em
grupos tiveram menores taxas de problemas durante a adaptacdo logo apds a adogdo. Cées
alojados em grupo mostravam também maiores niveis de conexdo com humanos (MERTENS
e UNSHELM, 2015). Sdo necessarios mais estudos para avaliar se a convivéncia com outros

animais pode ser um fator protetivo contra o desenvolvimento do HC em cées.

Neste estudo foi observado que os cdes higidos foram mais expostos ao longo da vida
ao confinamento em ambientes pequenos, de dimensdes menores ou iguais a 30m2, em
comparacdo aos cdes com HC. S8o necessarios mais estudos para compreender se o
confinamento em locais pequenos pode ser um fator de protecdo ao desenvolvimento da doenca
ou se a diferenca estatistica encontrada foi resultado de viés de tamanho amostral ou de vieses
relacionados ao processo de coleta e/ou de andlise dos dados. Estudos sobre a variagdo de niveis
de exposicao a disruptores enddcrinos de acordo com o tamanho do ambiente também podem

ser uteis para uma melhor compreensao dos dados encontrados.

Os resultados encontrados neste estudo sugerem que alguns fatores externos podem ter

influéncia sobre o desenvolvimento do HC em cées e que, portanto, devem ser realizados novos
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estudos para elucidar se 0 manejo ambiental pode ser um fator de protegdo contra o seu
desenvolvimento. O papel do estresse sobre o funcionamento do eixo hipotadlamo-hipdfise-
adrenal é conhecido, mas ainda ndo ha evidéncias suficientes de que o estresse poderia induzir
a formacdo de neoplasias secretoras que cursem com o desenvolvimento de HC em cées. Este
estudo sugere que alguns fatores potencialmente estressores e que o contato com o plastico
podem ter algum papel na chance de ocorréncia da doenca. Contudo, a analise univariada
realizada até 0 momento deixa margem para eventual deteccdo de associa¢des espurias. Desta
forma, a continuidade do trabalho por meio da realizacdo de uma andlise de regressao logistica
multivariada é fundamental para esclarecer as significancias identificadas até o momento
(O'NEILL et al, 2020).
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5 CONCLUSOES

Atualmente a frequéncia de diagndstico do hipercortisolismo em cées €, em geral, maior
do que das demais endocrinopatias. Sao necessarios mais estudos para avaliar se 0 aumento da
frequéncia de diagnosticos se deve ao maior conhecimento da doenca pelos veterinarios, ao
desenvolvimento de métodos mais sensiveis e acurados de diagndstico, a maior atencdo dos
tutores as alteracdes nos pets e busca mais precoce por atendimento veterinario, ou se 0 aumento
da frequéncia de diagnosticos pode também ser explicado por uma maior exposicao dos céaes a
determinados fatores ambientais, como o estresse e o contato com substancias com potencial

efeito de disrupcao enddcrina.

Os fatores cuja exposi¢do sugeriu maior risco ao desenvolvimento de hipercortisolismo
foram a castracdo, o isolamento de outros animais, a auséncia de contato com patio ou quintal
e 0 contato com plastico. SAo necessarios mais estudos para avaliar se a inexisténcia de
correlacdo observada em relacdo as demais variaveis é significante ou é influenciada por viés

de tamanho amostral, ou outros vieses relacionados ao processo de coleta de dados.

As respostas fisioldgicas ao estresse prejudicam o bem-estar e o desenvolvimento
cognitivo dos cdes, sendo importante que o médico veterinario oriente os tutores nao s6 em
relacdo a salde fisica dos pacientes, mas também em relacdo seu ao desenvolvimento cognitivo.
O investimento em enriquecimento ambiental e a diminuicdo de fatores potencialmente
estressantes no cotidiano dos animais deve ser sempre priorizada. Dessa forma, além da garantia
do bem-estar e de um adequado desenvolvimento cognitivo, estaremos potencialmente

prevenindo a manifestacdo clinica de doencas.
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ANEXO 1

Perguntas contidas no questionario sobre estilo de vida dos caes para avaliacao de exposi¢do a
agentes estressores ambientais e a possiveis disruptores enddcrinos

Cotidiano do cdo
1. O cdo tem acesso a rua/ faz passeios (patio ndo é considerado como rua)?

2. Seu cdo tem acesso a brinquedos de plastico ou borracha (brinquedos de pellcia, corda ou
outros materiais ndo séo considerados nessa questao)?

. Seu cdo toma &gua em pote/ bebedouro de plastico?
. Seu cdo come em pote/ comedouro de plastico?

. Seu cdo tem o habito de brincar com vocé ou outro familiar?

3
4
5
6. Seu cdo convive com outros animais diariamente?
7. Seu cdo frequenta petshop para banho e/ou tosa?

8. Seu cdo frequenta creche para animais?

9. Seu céo frequenta hotéis/ hospedagem para animais?

10. Seu cdo costuma receber alimentos comerciais enlatados (ragcdo pastosa em lata. Racéo
pastosa em saché ndo é considerada nesta questao)?

11. O céo passa a maior parte do tempo em que ambiente?
12. Qual o tamanho médio do ambiente em que o0 animal vive?
13. O animal possui alguma doenca crénica? Qual?

14. Houve alguma mudanca brusca no cotidiano do cdo nos ultimos meses (mudanca de
residéncia, mudanca/ morte de pessoa ou animal que convivia com o cdo, nascimento de um
bebé, chegada de outro animal na casa, alteracGes de rotina...)? Se sim, qual?

Temperamento e socializacdo do cao

1. Qual(is) classificacdo(6es) melhor descreve(m) seu cdo? Ativo e/ou brincalhdo; Medroso,
timido e/ou ansioso; Carente, dependente de contato constante; Independente; Agressivo e/ou
dominante; Quieto, calmo e/ou sedentario; Triste.

2. Seu cdo apresenta sinais de medo/fobia?

3. Com quantas pessoas seu cdo convive diariamente?

4. Seu cdo convive diariamente com criangas?

5. Como ¢é o nivel da relacdo do cdo com vocé e sua familia?

6. Qual o tempo diario total destinado ao animal pelas pessoas da familia (carinho, brincadeiras,
ensinamento de truques, etc), aproximadamente?
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7. Seu cdo mostra sinais de ansiedade quando vocé sai de casa ou quando é deixado sozinho
(fica agitado, late, chora...)?

8. Ha alguma coisa que acontece no cotidiano do seu cdo que vocé nota que deixa ele estressado,
nervoso ou com medo? Qual?



