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Resumo

O hipercortisolismo (HAC) canino é uma das endocrinopatias mais prevalentes em cées,
apresenta evolucdo cronica e estd associado a maltiplas alteragGes clinicas e metabdlicas. A
vitamina D desempenha papel relevante na homeostase mineral, 6ssea e metabdlica, e sua
deficiéncia tem sido relacionada a piores desfechos em diferentes espécies; contudo, sua
relevancia no contexto do HAC canino ainda permanece pouco explorada. Este estudo teve
como objetivo avaliar os niveis séricos de 25-hidroxivitamina D (25(OH)D) em cdes com HAC,
comparando-0s aos de cdes saudaveis e investigando sua relagdo com parametros clinico-
laboratoriais. Foram avaliados 20 cdes, distribuidos igualmente entre grupo controle (n = 10) e
grupo HAC (n = 10), submetidos a exame clinico, exames laboratoriais e dosagem sérica de
25(0OH)D. Os caes com HAC apresentaram concentraces significativamente menores de
25(0OH)D em relacéo aos controles [61,4 ng/mL (56,0-75,2) vs. 92,0 ng/mL (85,4-98,5); p =
0,024]. A maioria dos animais avaliados apresentou concentracfes compativeis com
insuficiéncia de vitamina D; entretanto, a distribuicdo categorica do status de vitamina D nédo
diferiu significativamente entre os grupos (p = 0,587). Entre os parametros bioquimicos, 0s
triglicerideos foram significativamente mais elevados no grupo HAC [137,0 mg/dL (101,0-
321,0) vs. 59,0 mg/dL (52,0-79,0); p = 0,004] e apresentaram correlacdo negativa com os niveis
séricos de 25(OH)D (p = -0,502; p = 0,040). Na regressdo linear maltipla, o grupo clinico e o
colesterol total associaram-se significativamente aos niveis de 25(OH)D, com Rz = 0,412. A
analise de componentes principais revelou um eixo bioquimico envolvendo 25(OH)D,
triglicerideos e ALT, responsavel por 64,9% da variancia total, embora sem discriminac&o clara
entre os grupos. Conclui-se que cdes com HAC apresentam menores niveis séricos de 25(0OH)D
em comparacdo a cdes saudaveis, em um contexto de alteracbes metabdlicas associadas,
especialmente relacionadas ao perfil lipidico. Embora ndo seja possivel estabelecer causalidade,
os achados sugerem que a avaliagdo da 25(OH)D pode contribuir como ferramenta
complementar no acompanhamento desses pacientes. Estudos longitudinais, com amostras
maiores e maior controle de fatores de confusdo, sdo necessarios para esclarecer o papel da
vitamina D no HAC canino e investigar possiveis efeitos da suplementacdo sobre parametros

clinicos, bioquimicos e metabolicos.

Palavras-chave: Hipercortisolismo canino; 25-hidroxivitamina D; Vitamina D; Triglicerideos;

Dislipidemia.



Abstract

Canine hypercortisolism (HAC) is one of the most prevalent endocrinopathies in dogs, with a
chronic course and multiple clinical and metabolic alterations. Vitamin D plays an important
role in mineral, bone, and metabolic homeostasis, and its deficiency has been associated with
adverse outcomes in different species; however, its relevance in the context of canine HAC
remains poorly explored. This study aimed to evaluate serum levels of 25-hydroxyvitamin D
(25(0OH)D) in dogs with HAC, comparing them with healthy dogs and investigating their
relationship with clinical and laboratory parameters. Twenty dogs were evaluated, equally
distributed between the control group (n = 10) and the HAC group (n = 10), and were submitted
to clinical examination, laboratory testing, and serum 25(OH)D measurement. Dogs with HAC
showed significantly lower 25(OH)D concentrations than controls [61.4 ng/mL (56.0—-75.2) vs.
92.0 ng/mL (85.4-98.5); p = 0.024]. Most animals presented concentrations compatible with
vitamin D insufficiency; however, the categorical distribution of vitamin D status did not differ
significantly between groups (p = 0.587). Among the biochemical parameters, triglyceride
levels were significantly higher in the HAC group [137.0 mg/dL (101.0-321.0) vs. 59.0 mg/dL
(52.0-79.0); p = 0.004] and showed a negative correlation with serum 25(OH)D levels (p = -
0.502; p = 0.040). In the multiple linear regression model, clinical group and total cholesterol
were significantly associated with 25(0OH)D levels, with an R2 of 0.412. Principal component
analysis revealed a biochemical axis involving 25(OH)D, triglycerides, and ALT, accounting
for 64.9% of the total variance, although without clear discrimination between groups. In
conclusion, dogs with HAC present lower serum 25(OH)D levels than healthy dogs, in a context
of associated metabolic alterations, especially related to the lipid profile. Although causality
cannot be established, these findings suggest that 25(OH)D assessment may contribute as a
complementary tool in the monitoring of these patients. Longitudinal studies with larger
samples and greater control of confounding factors are needed to clarify the role of vitamin D
in canine HAC and to investigate the possible effects of supplementation on clinical,

biochemical, and metabolic parameters.

Keywords: Canine hypercortisolism; 25-hydroxyvitamin D; Vitamin D; Triglycerides;
Dyslipidemia.
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1. INTRODUCAO

A vitamina D é reconhecida por seu papel essencial na regulacdo do metabolismo 6sseo
e mineral, sendo um precursor hormonal com acdo em multiplos sistemas fisioldgicos. Sua
forma circulante, a 25-hidroxivitamina D (25(OH)D), é amplamente utilizada como marcador
para avaliar o status de vitamina D, por apresentar maior estabilidade sérica e refletir de forma
mais adequada a disponibilidade sistémica. Embora o calcitriol (1,25-diidroxivitamina D) seja
a forma biologicamente ativa, seus niveis séricos sdo rigidamente regulados por mecanismos
homeostaticos, o que limita seu uso como indicador clinico de hipovitaminose D (Christakos et
al., 2016; Bikle; Schwartz, 2019; Kurzbard; Backus; Yu, 2021).

Na medicina veterinaria, a deficiéncia de vitamina D tem sido associada a diversas
patologias, incluindo disturbios enddcrinos, imunoldgicos, inflamatorios e cardiovasculares.
Nos cées, uma das endocrinopatias mais prevalentes é o hipercortisolismo (também conhecido
como sindrome de Cushing), caracterizado pela producdo excessiva de cortisol, com
consequéncias metabdlicas importantes como intolerancia a glicose, obesidade, dislipidemia,
atrofia muscular e hipertensdo (Rijnberk; Kooistra, 2010; Corbee, 2020).

Dentre os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no hipercortisolismo, destaca-se o
impacto do excesso de cortisol sobre 0 metabolismo hepatico e lipidico, o que pode influenciar
negativamente a biodisponibilidade da vitamina D. Em humanos, essa correlagdo ja estd bem
documentada. Um estudo de Guarnotta et al. (2022) demonstrou que 52% dos pacientes com
doenca de Cushing apresentavam deficiéncia de vitamina D, com niveis séricos de 25(OH)D
significativamente inferiores aos dos individuos saudaveis. Além disso, 0s autores sugerem que
a hipovitaminose pode agravar comorbidades associadas, como diabetes mellitus, dislipidemia
e doencas cardiovasculares.

Nos cdes, essa associacao ainda é pouco explorada. A espécie apresenta particularidades
metabolicas que a tornam mais vulneravel a deficiéncia da vitamina D, uma vez que ndo realiza
sintese cutanea por exposicao solar, dependendo exclusivamente da dieta para manter seus
niveis (Kurzbard; Backus; Yu, 2021). Essa dependéncia nutricional, aliada a alteracdes
metabdlicas tipicas do hipercortisolismo, como disfungdes hepaticas, absor¢do intestinal
prejudicada e redistribuicdo tecidual, pode contribuir para a ocorréncia de hipovitaminose D
em pacientes com essa endocrinopatia.

Embora alguns estudos em cées com hipercortisolismo tenham sugerido alteracées nos
niveis de vitamina D, os resultados ainda sdo inconclusivos e divergentes, especialmente no

que diz respeito a correlacdo com sintomas clinicos, alteracfes laboratoriais e gravidade do
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quadro (Corbee et al., 2012; Mooney et al., 2020). Ainda existem lacunas sobre o real impacto
da hipovitaminose D na progressao da doenca e sobre o potencial beneficio da suplementacéo
como estratégia terapéutica.

Kurzbard, Backus e Yu (2021) demonstraram que a administracdo de 25-
hidroxicolecalciferol (HyD®) foi capaz de aumentar de forma significativa e sustentada os
niveis séricos de 25(OH)D em cdes, quando comparada & suplementacdo tradicional com
vitamina D3. Esse achado indica que a escolha do tipo de suplemento, bem como o estado
clinico do animal, séo fatores relevantes para a efetividade da intervencao.

Diante disso, investigar os niveis de 25(OH)D em cdes com hipercortisolismo torna-se
fundamental para aprofundar a compreensdo sobre a relacdo entre essa endocrinopatia e o
metabolismo da vitamina D. Este estudo busca responder a seguinte pergunta: cdes com
hipercortisolismo apresentam niveis séricos reduzidos de 25(OH)D em comparacdo a caes
saudaveis, e esses niveis se associam a parametros clinico-laboratoriais relacionados a

condicéo?
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2. HIPOTESE

Cées com hipercortisolismo apresentam niveis séricos reduzidos de 25(OH)D em
comparacdo a cdes saudaveis, e essa reducdo esta associada a alteracdes clinico-laboratoriais

relacionadas a condicao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar os niveis séricos de 25(OH)D em cées com hipercortisolismo, comparando-o0s

aos de cées saudaveis e explorando sua relagdo com parametros clinico-laboratoriais.

3.2  Obijetivos especificos

Caracterizar clinicamente os cdes com e sem hipercortisolismo, a partir de dados de

prontudrios, exame clinico e exames laboratoriais de rotina.

Analisar os niveis séricos de 25(OH)D dos caes com e sem hipercortisolismo, a partir
de amostras de sangue periférico avaliadas por imunoensaio de microparticulas

paramagnéticas.

Comparar 0s niveis séricos e o status de 25(OH)D entre cdes com e sem

hipercortisolismo por meio de analises estatisticas apropriadas.

Investigar associacOes entre 0s niveis séricos de 25(OH)D e parametros bioquimicos
relacionados ao metabolismo lipidico, hepatico e renal dos cdes avaliados.
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4. REVISAO DA LITERATURA

4.1  Hipercortisolismo

O hipercortisolismo (HAC) canino, também denominado hiperadrenocorticismo ou
sindrome de Cushing, é reconhecido como uma das endocrinopatias mais prevalentes em cées,
sobretudo em animais de meia-idade e idosos. A enfermidade caracteriza-se pela exposi¢cdo
crbnica a concentracdes excessivas de cortisol, seja por producdo enddgena exacerbada ou por
administracdo exogena de glicocorticoides. Em virtude da amplitude de efeitos metabolicos e
sistémicos exercidos pelos glicocorticoides, trata-se de uma condicéo clinica de grande impacto
na qualidade de vida e na longevidade dos animais (Sanders et al., 2021; Bennaim et al., 2019).

Do ponto de vista fisiopatologico, 0 HAC enddgeno pode ter duas origens principais:
hipofisaria ou adrenal. O HAC hipofisario (HAC-H), também conhecido como doenca de
Cushing, responde por aproximadamente 80 a 85% dos casos relatados (Peterson, 2007).
Contudo, estudos mais recentes, especialmente aqueles baseados em coortes de grande escala,
indicam que essa proporcdo pode ser variavel, em alguns cenarios alcancando valores inferiores
(Jaffey et al., 2020). Nessa forma, a hipofise anterior apresenta adenomas corticotréficos que
secretam hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) de forma autbnoma e resistente ao
mecanismo de retroalimentacdo negativa promovido pelo cortisol. Essa hiperestimulacéo
resulta em hiperplasia bilateral do cértex adrenal e consequente hipersecrecdo de cortisol
enddgeno (Teshima et al., 2015).

O HAC adrenal (HAC-A), por sua vez, representa de 15 a 20% dos casos e é causado
por neoplasias adrenocorticais funcionais, que podem ser adenomas ou carcinomas. Essas
lesbes secretam cortisol de forma independente da regulacdo hipofisaria, promovendo
supressao do eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal. Como consequéncia, ocorre reducdo do
hormonio liberador de corticotrofina (CRH) e do ACTH, levando a atrofia da adrenal
contralateral, alteracdo que pode ser detectada por exames de imagem como ultrassonografia
abdominal e tomografia computadorizada (Rodriguez Pifieiro et al., 2011). Em caes, a
apresentacdo unilateral € a mais comum, embora casos bilaterais sejam descritos.

Além das formas espontaneas, deve-se considerar o HAC iatrogénico, decorrente da
administracdo prolongada ou em doses elevadas de glicocorticoides exdgenos. Essa condicao
leva a supressdo cronica do CRH e do ACTH, com consequente atrofia adrenocortical bilateral.
Clinicamente, os sinais ndo diferem substancialmente das formas enddgenas, mas o histérico

de uso de corticosteroides é determinante para a suspeita diagnostica (Peterson, 2007).
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Os sinais clinicos associados ao HAC sdo diversos e frequentemente inespecificos. Os
mais comuns incluem polidria, polidipsia, polifagia, obesidade abdominal, alopecia simétrica,
alteracdes cutaneas, fraqueza muscular e intolerancia ao calor. Além disso, a doenca pode
predispor a complicacGes secundarias de grande relevancia clinica, como hipertensao arterial,
pancreatite, diabetes mellitus, hepatopatia vacuolar e eventos tromboembdlicos, todos
relacionados ao excesso cronico de glicocorticoides (Feldman et al., 2015). Essa multiplicidade
de manifestacdes clinicas, somada a sobreposicdo com outras enfermidades, frequentemente
dificulta o diagnostico inicial.

O diagndstico do HAC exige abordagem multimodal. A avaliagdo laboratorial bésica,
incluindo hemograma, bioquimica sérica e urinalise, fornece indicios inespecificos, mas que
orientam a investigacdo. Exames de imagem, como ultrassonografia abdominal, contribuem
para a deteccdo de alteracbes nas adrenais, enquanto meétodos mais avancados, como a
tomografia computadorizada e a ressonancia magnética, tém papel importante na identificacdo
de adenomas hipofisarios e na diferenciacdo entre formas hipofisérias e adrenais (Nelson;
Couto, 2006). No entanto, a confirmacdo diagnostica depende de testes hormonais especificos,
sendo o teste de supressao com baixa dose de dexametasona amplamente reconhecido como
padrdo-ouro (Schafer et al., 2023). O teste de estimulacdo com ACTH também é empregado,
especialmente no monitoramento terapéutico, embora sua sensibilidade diagndstica seja
inferior.

No que diz respeito ao tratamento, a abordagem ideal depende da etiologia subjacente.
Em cées com adenomas hipofisarios secretores de ACTH, opcBGes como a hipofisectomia
transesfenoidal e a radioterapia tém sido descritas como modalidades eficazes, promovendo
remissao clinica em muitos casos (Sanders; Kooistra; Galac, 2018). Todavia, tais terapias
apresentam limitacGes relacionadas a complexidade técnica, a disponibilidade restrita de
centros especializados e aos riscos anestésicos e cirlrgicos. Para os casos de neoplasias
adrenais, a adrenalectomia unilateral é considerada o tratamento de escolha. Embora se trate de
um procedimento de alto risco, quando realizado com sucesso pode proporcionar melhora
clinica significativa e sobrevida prolongada (Sanders; Kooistra; Galac, 2018).

Na pratica clinica cotidiana, o tratamento farmacoldgico € o mais amplamente utilizado,
sobretudo pelo seu carater menos invasivo. O trilostano consolidou-se como o farmaco de
eleicdo para 0 manejo do HAC espontaneo. Sua acdo ocorre pela inibicdo competitiva da
enzima 3f-hidroxiesteroide desidrogenase, reduzindo a sintese de cortisol e de outros

horménios esteroidais. A eficacia terapéutica do trilostano é relatada em aproximadamente 70
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a 75% dos casos, embora a resposta clinica apresente grande variabilidade individual (Ramsey,
2010). Protocolos posologicos incluem doses iniciais que variam entre 0,5 e 7,5 mg/kg,
administradas a cada 12 horas, com ajustes que podem resultar em doses de manutencéo entre
0,21 e 9,05 mg/kg de peso corporal (Lemetayer; Blois, 2018). Apesar de ndo corrigir a causa
primaria, esse farmaco tem demonstrado melhora clinica expressiva, com controle dos sinais e
reducdo das complicacdes associadas.

Diante da complexidade fisiopatoldgica do HAC, torna-se evidente que seus efeitos
extrapolam a desregulacao isolada do eixo hipotalamo—hipdfise—adrenal, alcancando sistemas
metabolicos interdependentes, como o metabolismo lipidico, hepético, dsseo e mineral. O
excesso cronico de glicocorticoides interfere em vias hormonais e enziméticas envolvidas na
absorcéo, no transporte, na ativacdo e na biodisponibilidade de micronutrientes essenciais.
Nesse contexto, a vitamina D emerge como componente de particular interesse, uma vez que
sua homeostase depende da adequada funcdo intestinal, hepética, renal e enddcrina, 0s quais
frequentemente sdo impactados em cdes com HAC. Por esta razéo, compreender o metabolismo
e as funcles sistémicas da vitamina D, bem como o comportamento sérico da 25(OH)D, ¢é
fundamental para interpretar seu possivel papel nas alterac6es clinicas e bioquimicas associadas

ao HAC canino.

4.2  Vitamina D

As vitaminas sdo micronutrientes essenciais que participam de inUmeras reacdes
fisioldgicas e garantem a homeostase organica. Entre elas, a vitamina D se destaca por exercer
acoOes sisttmicas com comportamento de hormonio esteroidal, modulando a expressao génica e
integrando eixos metabdlicos, 6sseos e imunoldgicos. O seu metabolismo é complexo e
rigidamente regulado por enzimas e receptores especificos, assegurando o equilibrio do calcio
e do fosforo e influenciando diversas funcgdes bioldgicas (Bhagavan, 2002; Christakos et al.,
2016). Niveis inadequados de vitaminas, seja por auséncia destas ou por falhas nas etapas de
absorcdo, transporte e/ou ativacdo, podem desencadear patologias de diferentes graus de
gravidade (Bhagavan, 2002).

Ap0s a ingestédo, a vitamina D é absorvida predominantemente por difusdo passiva no
intestino, com participacao adicional de transportadores. Na circulagéo, seus metabdlitos ligam-
se majoritariamente a proteina de ligagdo da vitamina D (DBP), e em menor propor¢do a
albumina, de modo que 99% das formas circulantes permanecem complexadas a proteinas

carreadoras (Bikle; Schwartz, 2019). No figado, ocorre a primeira hidroxilacdo pela 25-
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hidroxilase, gerando 25(OH)D (calcidiol), a qual é a principal forma circulante e o0 melhor
marcador do status de vitamina D. Nos tubulos proximais renais, a 25(OH)D ¢é convertida pela
lo-hidroxilase em 1,25-diidroxivitamina D (1,25(OH).D, calcitriol), forma biologicamente
ativa. Alternativamente, a 25(OH)D pode ser metabolizada pela 24-hidroxilase em 24,25-
diidroxivitamina D (24,25-DHCC), via que favorece a depuragdo e a homeostase do eixo
(Christakos et al., 2016; Corbee, 2020).

A sintese de calcitriol é regulada por diferentes horménios: o horménio da paratiredide
(PTH), que estimula a 1 a-hidroxilase; o horménio do crescimento (GH) e o fator de crescimento
semelhante & insulina-1, que participam do estimulo; e, em contrapartida, a 24-hidroxilase e 0
fator de crescimento fibroblastico 23 (FGF-23), que reduzem sua disponibilidade (Corbee,
2020). O calcitriol atua por meio do receptor nuclear de vitamina D (VDR), regulando a
transcricdo de genes envolvidos na absor¢do intestinal e reabsorcdo renal de célcio e fdsforo,
na remodelacdo éssea, na modulacdo imune e na diferenciacédo celular (Cruz-Filho et al., 2022).
Esse sistema mantém o calcio sérico em uma faixa estreita: quando o célcio estd baixo, ha
aumento de PTH e maior producdo de calcitriol; quando o fosforo se eleva, 0 FGF-23 induz a
24-hidroxilase, promovendo inativacdo e excrecdo (Corbee, 2020; Cruz-Filho et al., 2022).
Assim, a vitamina D constitui elo central entre os sistemas esquelético, endocrino e
imunolégico.

A vitamina D é, portanto, essencial para o equilibrio dos niveis de célcio e fosforo, com
0 PTH desempenhando um papel central nesse processo (Kurzbard; Backus; Yu, 2021). A
inducdo da osteoclastogénese pelo PTH visa elevar os niveis de calcio plasmatico (Cruz-Filho
et al., 2022), enquanto niveis reduzidos deste mineral estimulam a producdo e liberacdo de
PTH, o que, por sua vez, aumenta a excrecdo de fosfato e estimula a 1-alfa-hidroxilase,
resultando na producdo aumentada de calcitriol (Corbee, 2020). A elevacdo subsequente de
calcitriol normaliza os niveis de calcio sérico, além de inibir a liberacdo de PTH e ativar a 24-
hidroxilase, que metaboliza o calcitriol em 1,24,25-tri-hidroxivitamina D para excre¢do urinaria
(Corbee, 2020). Elevadas concentracdes de fosforo, por outro lado, estimulam a FGF-23, que
ativa a 24-hidroxilase para a formagéo de 24,25-DHCC, promovendo a mineralizagdo ¢ssea e
inibindo a 1-alfa-hidroxilase, levando a excregdo de calcitriol através da maior produgdo de
1,24,25-tri-hidroxivitamina D (Corbee, 2020).

Em medicina veterinaria, compreender as particularidades interespecificas é
fundamental. Diferentemente dos humanos, cées e gatos praticamente ndo sintetizam vitamina

D na pele sob radiacdo UV, dependendo quase exclusivamente da dieta, fendbmeno atribuido a
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maior atividade da 7-desidrocolesterol redutase, que direciona o0 precursor cutaneo para
colesterol, reduzindo a producdo cutanea de pré-vitamina D (Kurzbard; Backus; Yu, 2021;
Cruz-Filho et al., 2022). Essa dependéncia dietética aumenta a vulnerabilidade a variacdes de
ingestdo, absorcdo intestinal e alteracbes metabolicas hepatorrenais que afetam a
biodisponibilidade da vitamina (Zafalon et al., 2020).

Os efeitos clinicos da insuficiéncia/deficiéncia de vitamina D sdo amplos. Classica no
metabolismo 6sseo, sua caréncia associa-se a raquitismo, osteomalacia e osteoporose. Estudos
também relatam correlagbes com doencas cardiovasculares, renais, gastrointestinais,
inflamatorias, autoimunes e neoplésicas (Christakos et al., 2016; Corbee, 2020). O raquitismo
pode decorrer de deficiéncia nutricional ou de distarbios hereditarios, como o VDDR-1
(deficiéncia de la-hidroxilase) e 0 VDDR-2 (resisténcia do VDR ao calcitriol), resultando em
dor, marcha rigida, inchaco metafisario, fraturas e reducdo da mineralizacdo 6ssea; ha relatos
de alopecia em caes e criancas com VDDR-2 (Corbee, 2020). Além disso, alteracfes no status
da vitamina D podem ocorrer em pacientes com doenca hepéatica. Como a hidroxilagdo do
colecalciferol para formar 25(OH)D acontece no figado, uma funcdo hepatica comprometida
pode impactar o metabolismo da vitamina D, levando a concentracGes séricas mais baixas de
25(0OH)D (Corbee, 2020). Farmacos glicocorticdides podem reduzir a absor¢do de célcio
mediada pela vitamina D no intestino, diminuir a reabsorcdo dssea e aumentar a excre¢do renal
de célcio, efeitos provavelmente relacionados a regulacdo do PTH (Corbee, 2020).

A 25(0OH)D é o biomarcador de escolha para avaliacdo do status de vitamina D por sua
maior estabilidade e meia-vida (10 a 21 dias), embora seja metabolicamente inativa (Fonseca
et al., 2020). Em cées, tém sido propostos pontos de corte praticos: acima de 100 ng/mL como
adequado, 25-100 ng/mL como insuficiéncia e inferior a 25 ng/mL como deficiéncia (Cruz-
Filho et al., 2022). Ainda assim, ndo ha consenso sobre valores ideais especificos para a espécie
nem padronizacdo metodologica das dosagens, o que dificulta comparaces entre estudos
(Kurzbard; Backus; Yu, 2021).

Estudos populacionais indicam alta frequéncia de hipovitaminose mesmo em cées
alimentados com dietas comerciais completas. Em amostra de 69 cdes, todos apresentaram
25(0H)D inferior a 100 ng/mL, sem associa¢do com sexo e com valores maiores em adultos
versus filhotes; calcio total e fosforo séricos ndo variaram de modo significativo segundo o
status de vitamina D (Fonseca et al., 2020). Em Golden Retrievers, 91,4% exibiram 25(OH)Ds
acima de 50 ng/mL (faixa 14-59 ng/mL), e 45% menor que 33 ng/mL, sugerindo prevaléncia

expressiva de niveis subotimos (Kurzbard; Backus; Yu, 2021). Esses achados reforcam que



22

fatores além da ingestdo (idade, absor¢do, metabolismo hepético, renal e perfil hormonal)
influenciam as concentracGes séricas. Em filhotes, por exemplo, niveis elevados de GH
associam-se a maior conversao de 25(OH)D em 1,25(OH).D, reduzindo o 25(OH)D circulante
(Hazewinkel; Tryfonidou, 2002; Tryfonidou et al., 2003).

Na outra extremidade, a toxicidade por vitamina D cursa com hipercalcemia e
calcificagdes de tecidos moles, manifestando-se clinicamente por poliuria, polidipsia, rigidez
de marcha e letargia. Por isso, a suplementacéo requer monitoramento rigoroso: a administracdo
oral de calcitriol deve comecar, em geral, entre 2,0-3,5 ng/kg/dia, sem exceder 5,0 ng/kg/dia,

preferencialmente em jejum e com acompanhamento seriado do célcio (Corbee, 2020).
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S. METODOLOGIA

5.1 Populagdo do estudo

Neste estudo, foram selecionados cées para participar da pesquisa, 0s quais foram
subdivididos em dois grupos: grupo controle e grupo com HAC. Os critérios para inclusdo no
grupo controle foram: auséncia de doencas aparentes, consumo de dieta comercial e peso de até
15 kg. Para o grupo com HAC, os critérios incluiram: diagndstico prévio de HAC confirmado
pelo teste de supressdo com baixa dose de dexametasona, consumo de dieta comercial e peso
de até 15 kg. Todos os cdes com HAC eram hipofise-dependentes e estavam em tratamento

com trilostano em fases iniciais ou de estabilizacao.

5.2  Tamanho amostral

A amostra deste estudo foi composta por 20 cées, distribuidos igualmente entre dois
grupos: grupo controle, formado por cdes clinicamente saudaveis, e grupo experimental,
formado por cdes com HAC, com 10 animais em cada grupo. O tamanho amostral foi estimado
com base na comparacao entre médias de dois grupos independentes, considerando diferenca
esperada entre os grupos para o desfecho continuo avaliado, desvio padrdo de 33,5, nivel de
significancia de 5% (o= 0,05) e poder estatistico de 80% (1—f = 0,80). Os parametros utilizados
foram definidos a partir de dados previamente descritos na literatura (Osuga et al., 2015). O
calculo foi realizado por meio da ferramenta online Sample Size Calculator, disponibilizada
pela plataforma ClinCalc (Kane, 2024). Com base nesses critérios, a inclusdo de 10 cées por
grupo foi considerada suficiente para detectar diferencas estatisticamente significativas entre
0s grupos no desfecho principal do estudo.

Os cdes foram selecionados de forma ndo probabilistica por conveniéncia, a partir de
clinicas veterinarias parceiras, considerando a acessibilidade e disponibilidade dos
participantes. Essa abordagem foi escolhida devido a viabilidade logistica e a possibilidade de
incluir cdes que ja estivessem sob cuidados veterinarios, reduzindo custos e evitando
procedimentos adicionais invasivos. Apesar de a amostragem ser pequena e limitar a
generalizacdo dos resultados para a populagdo canina em geral, ela € apropriada para investigar
as diferencas nos niveis de 25(OH)D entre cdes normais e cdes HAC, fornecendo dados

preliminares que poderdo fundamentar estudos futuros com maior abrangéncia.
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5.3  Exame clinico
Os cées foram submetidos a exames clinicos por um médico veterinario para identificar

variaveis como sinais de doenca, raca, peso e dieta comercial.

5.4  Exames laboratoriais de rotina

Os dados clinicos dos pacientes de ambos os grupos foram obtidos por meio de
prontudrios e exames laboratoriais. Os parametros avaliados incluiram hemograma completo,
creatinina, ureia, enzimas hepéticas (alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina),
triglicerideos, colesterol, glicemia, célcio e fosforo. Todos os exames laboratoriais foram
realizados em um Unico laboratério comercial, sendo que os pacientes de ambos grupos

respeitaram o prazo de 12 horas de jejum alimentar antes da realizacéo das coletas.

5.5  Analise dos niveis de 25(OH)D

Amostras de sangue periférico foram coletadas, centrifugadas e o soro obtido foi
armazenado a -20°C para posterior analise das concentrac@es de 25(OH)D utilizando o método
PMI-solid phase paramagnetic microparticle immunoassay validado para uso em cées e
realizado em um mesmo laborat6rio comercial. Os pacientes respeitaram o prazo de 12 horas

de jejum alimentar para realizacdo das coletas.

5.6  Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no software Jamovi v.2.6.44, considerando
nivel de significancia de 5%. Inicialmente, procedeu-se a deteccdo de outliers pelo método do
intervalo interquartil, com exclusdo seletiva quando a remogao impactou significativamente os
resultados. A normalidade das variaveis foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade das variancias pelo teste de Levene.

As variaveis com distribuicdo normal e variancias homogéneas foram comparadas entre
0s grupos pelo teste t de Student; quando as variancias foram heterogéneas, aplicou-se o teste t
de Welch. Para variaveis ndo paramétricas, utilizou-se o teste de Mann-Whitney.

A associagdo entre categorias de niveis séricos de 25(OH)D e a presenga de HAC foi
testada pelo teste do qui-quadrado de Pearson. As correlagOes foram exploradas por coeficiente
de Spearman (para distribuicdes ndo normais) e coeficiente de Pearson (para distribuicdes

normais).
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Para explorar fatores preditores de 25(OH)D, foi conduzida regressdo linear multipla,
incluindo variaveis clinicas e laboratoriais (ALT, colesterol, fosfatase alcalina, triglicerideos,
creatinina, ureia, célcio, fésforo, glicose, hematdcrito e plaquetas). Além disso, aplicou-se
analise de componentes principais para investigar padroes latentes e potenciais agrupamentos

entre os grupos controle e HAC.

5.7  Andlise ética

A pesquisa foi conduzida apos a aprovagio pelo Comité de Etica no Uso Animal
(CEUA) da Universidade de Caxias do Sul (UCS) (Anexo 1). Todos 0s responsaveis pelos caes
participantes foram devidamente informados sobre os objetivos e beneficios da pesquisa, e

forneceram o consentimento escrito (Anexo 2) antes da inclusdo dos animais no estudo.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacdo da amostra

A amostra foi composta por 20 cdes adultos, igualmente distribuidos entre o grupo com
diagnéstico clinico de HAC (n = 10) e o grupo controle, formado por cées clinicamente
saudaveis (n = 10). As principais racas identificadas foram Shih Tzu (3 em cada grupo),
Pinscher (2 no grupo HAC) e sem raca definida (3 no grupo controle). As caracteristicas

demograficas detalhadas, como sexo, idade e peso corporal, estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas demograficas dos cées incluidos nos grupos controle e HAC.

Caracteristica Controle HAC p
Sexo (fémeas), n (%) 6 (60%) 5 (50%) -
Idade (anos)? 9(9-12) 12(9-10) 0,130

Peso corporal (kg)® 7,97+3,84 7,00+3,20 0,547
Notas: N: nimero de individuos; ®Valores expressos em mediana (minimo-maximo); ®Valores expressos em
média + desvio padréo.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em relacédo a idade
(p = 0,130) ou ao peso corporal (p = 0,547). A distribuicdo entre os sexos também foi
semelhante, com leve predominancia de fémeas no grupo controle.

Todos os caes do grupo HAC apresentavam sinais clinicos compativeis com a sindrome
de Cushing, sendo a polifagia o sintoma mais prevalente (90%). Sintomas de poliuria e
polidipsia persistentes foram observados em 60% dos animais. Um dos cées manifestou
anorexia e perda de peso, quadro atribuido a suspeita de macroadenoma hipofisario. Ainda, foi
identificado um caso de disfuncéo cognitiva, reforcando a diversidade fenotipica de HAC. A
caracterizacdo clinica individual desses animais esta apresentada na Tabela Suplementar S1
(Apéndice A).

Além dos sinais clinicos, todos os cdes com HAC apresentaram exames laboratoriais e
de imagem compativeis com o diagnostico, incluindo aumento das adrenais & ultrassonografia
abdominal e teste de supressdo com baixa dose de dexametasona positivo, considerado o
padrdo-ouro para confirmagéo da sindrome.

Em relacdo as comorbidades clinicas, a cardiopatia foi a condigdo mais frequente,
presente em seis cédes do grupo HAC, sendo que cinco deles também apresentavam diagnostico
de hipertenséo arterial. A dor articular foi referida em cinco pacientes, o que pode estar

associado tanto a inflamac&o sistémica quanto a idade dos animais. Além disso, dois casos de
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eventos tromboembdlicos foram registrados, ressaltando a necessidade de atengdo para

complicagdes vasculares associadas a sindrome.

6.2 Parametros laboratoriais de rotina

A andlise de outliers foi conduzida para todas as varidveis clinicas e laboratoriais
utilizando o método do intervalo interquartil (IQR), sendo considerados discrepantes os valores
abaixo de Q1 — 1,5 IQR ou acima de Q3 + 1,5 IQR. A maioria dos outliers foi mantida por
apresentar plausibilidade clinica e ndo influenciar significativamente os resultados. No entanto,
os outliers das varidveis creatinina e 25(OH)D foram removidos, pois sua exclusao alterou os
valores de p de n&o significativos (p > 0,05) para significativos (p < 0,05), impactando
diretamente as comparagdes entre os grupos. Adicionalmente, um valor discrepante
identificado na variavel triglicerideos também foi removido. Embora a diferenca entre os
grupos ja fosse estatisticamente significativa antes da exclusdo (p = 0,010), observou-se que,
apos a remocdo do outlier, essa diferenca se manteve e apresentou maior consisténcia (p =
0,004). Essa decisao visou garantir maior robustez e fidelidade na analise estatistica.

Antes das comparacdes entre 0S grupos, 0s pressupostos estatisticos foram avaliados. O
teste de Shapiro-Wilk indicou distribuicdo ndo normal para as variaveis idade, hematdcrito,
ALT, fosfatase alcalina, triglicerideos e 25(OH)D (p < 0,05), as quais foram analisadas com o
teste de Mann-Whitney. As demais variaveis (peso, plaquetas, calcio total, colesterol total,
creatinina, fosforo, glicose e ureia) apresentaram distribuicdo normal (p > 0,05) e foram
submetidas a testes paramétricos. A homogeneidade das variancias foi verificada pelo teste de
Levene, que indicou variancias heterogéneas para fosforo e ureia (p < 0,05); essas variaveis
foram analisadas pelo teste t de Welch. As demais variaveis com distribuicdo normal e
variancias homogéneas foram analisadas pelo teste t de Student.

As Tabelas 2 e 3 resumem os parametros clinico-laboratoriais comparados entre o0s
grupos, organizados conforme a distribuicdo dos dados. Trés varidveis apresentaram diferenca
estatisticamente significativa: os niveis de triglicerideos foram significativamente mais
elevados no grupo HAC (p = 0,004), enguanto os niveis de creatinina (p = 0,022) e 25(0OH) D
(p = 0,024) foram significativamente menores nesse grupo em comparagao ao grupo controle.

As demais variaveis laboratoriais (hematocrito, ALT, fosfatase alcalina, plaquetas,
calcio total, colesterol total, fosforo, glicose e ureia) ndo apresentaram diferencas significativas.
A fosfatase alcalina mostrou tendéncia a significancia (p = 0,064), sugerindo uma possivel

elevacdo no grupo HAC, embora sem confirmagéo estatistica no presente tamanho amostral.
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Tabela 2. Parametros clinico-laboratoriais com distribuicdo ndo normal entre cdes com HAC e
grupo controle.

Variavel N - - p
referéncia Mediana (IQR) Mediana (IQR)
Hematacrito (%) 38-47 47,5 (47,0-50,8) 49,0 (48,3-51,0) 0,648
ALT (UI/L) 7-80 65,0 (49,8-127,0) 144,0 (71,0-195,0) 0,190
Fosfatase alcalina (UI/L) 20-150 68,0 (53,0-57,3) 136,0 (69,3-1048,0) 0,064
Triglicerideo (mg/dL) 15-150 59,0 (52,0-79,0) 137,0 (101,0-321,0) 0,004
25(0OH)D (ng/mL) 100-150,9 92,0+(85,4-98,5) 61,4+(56,0-75,2) 0,024

Notas: IQR: intervalo interquartil; p < 0,05 em negrito.

Tabela 3. Parametros clinico-laboratoriais com distribui¢cdo normal entre cdes com HAC e grupo
controle.

Controle HAC
Variével Valores de referéncia - - p
MédiatDP MédiatDP
Plaquetas (10%/uL) 200-500 441,0+90,8  519,0+148,0 0,173
Célcio total (mg/dL) 8,8-11,9 9,74+0,70 9,79+0,61 0,867
Colesterol (mg/dL) 116-300 205,0+44,0 205,0+54,6 0,982
Creatinina (mg/dL) 0,5-14 0,92+0,25 0,67+0,17 0,022
Fosforo (mg/dL) 2,2-7,9 3,53+0,42 4,28+1,37 0,126
Glicose (mg/dL) 67-147 74,618,1 80,7+£24,0 0,456
Ureia (mg/dL) 10-60 43,3+10,1 50,3+24,6 0,421

Notas: DP: desvio padréo; p < 0,05 em negrito.

6.3 Comparacdo dos niveis séricos de 25(OH)D entre categorias de dose de
trilostano

Com o objetivo de investigar uma possivel associacdo entre a dose de trilostano
administrada e os niveis séricos de 25(OH)D, os cdes com HAC foram categorizados em trés
grupos de acordo com a dose administrada duas vezes ao dia (em mg/kg): dose baixa (< 0,5
mg/kg), dose intermediaria (0,6 — 1,1 mg/kg) e dose alta (> 1,1 mg/kg), conforme critérios
previamente descritos na literatura especializada.

A média dos niveis séricos de 25(OH)D foi de 56,7 ng/mL no grupo de dose baixa (n =
3), 77,9 ng/mL no grupo de dose intermediaria (n = 5) e 75,2 ng/mL no grupo de dose alta (n =
1). Apesar da aparente diferenca entre as médias, ndo houve significancia estatistica entre os
grupos (p = 0,608). Além disso, a distribuicdo heterogénea do nimero de casos por categoria,
especialmente a presenca de apenas um individuo no grupo de dose alta, comprometeu a

robustez da andlise e impossibilitou a aplicacdo de testes post hoc. Esses dados ndo permitem
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concluir, com o poder estatistico atual, que existe associacdo entre a dose de trilostano e 0s
niveis séricos de 25(OH)D em cdes com HAC.

6.4 Comparacdo dos grupos quanto a concentracéo de 25(0OH)D

A primeira analise realizada neste estudo teve como objetivo geral comparar os niveis
séricos de 25(OH)D dos dois grupos avaliados em relacdo aos valores de referéncia
estabelecidos para a espécie canina. Essa abordagem inicial permitiu identificar possiveis
discrepancias ou padrdes consistentes nos niveis da vitamina de ambos os grupos.

Os niveis séricos de 25(OH)D foram classificados com base nos intervalos de referéncia
fornecidos pelo laboratério comercial que realizou as analises, sendo considerados como:
Deficientes: < 40 ng/mL, Insuficientes: 40 a 99,9 ng/mL, Suficientes: 100 a 150,9 ng/mL,
Elevacdo moderada: 151 a 200 ng/mL e Hipervitaminose: > 200 ng/mL.

A maioria dos cées avaliados, tanto no grupo controle quanto no grupo HAC, apresentou
concentragfes compativeis com insuficiéncia de vitamina D. Na andlise inicial, considerando
todos os valores obtidos, observou-se um caso de elevacdo moderada no grupo HAC e dois
casos de elevacdo moderada no grupo controle. Adicionalmente, foi realizada analise
exploratoria para identificacdo de valores discrepantes (outliers), utilizando-se o critério
estatistico baseado no intervalo interquartil j& mencionado. Nessa avaliagdo, observou-se a
presenca de um valor considerado outlier no grupo HAC (162,5 ng/mL) e um outlier no grupo
controle (167,4 ng/mL), por ultrapassarem o limite superior estabelecido para a distribuicdo dos
dados em cada grupo. Apo6s a remocao desses valores discrepantes, a distribuicdo apresentada
na Tabela 4 passou a demonstrar um caso de elevacdo moderada no grupo controle e nenhum
caso de elevacdo moderada no grupo HAC.

A analise estatistica realizada pelo teste do qui-quadrado de Pearson apds a remocao dos
outliers ndo revelou associacdo significativa entre o status da vitamina D e a presenga de HAC
(x*(2) = 1,07; p = 0,587; Tabela 4). Em analise complementar, considerando a totalidade dos
dados, incluindo os valores identificados como outliers, também nao foi observada associagdo
significativa entre o status da vitamina D e o grupo avaliado (¥*(2) = 0,4; p = 0,819). Dessa
forma, observou-se que a distribuicdo categorica dos niveis séricos de 25(OH)D apresentou
comportamento semelhante entre os grupos avaliados, tanto antes quanto apos a remocéao dos
valores discrepantes, indicando que esses valores extremos ndo alteraram substancialmente o

padréo do status de vitamina D entre cdes com HAC e controles.
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Tabela 4. Distribuicéo dos cées segundo o status de vitamina D nos grupos controle e HAC.

Status de vitaminaD  Controle HAC p valor

Suficiente 1 1
Insuficiente 7 8 0,587
Elevacdo moderada 1 0

6.5  Andlises exploratdrias de associacdo e predicéo

6.5.1 Correlacdes entre variaveis bioquimicas

Diante da diferenca estatisticamente significativa observada nos niveis de triglicerideos
entre os grupos avaliados, investigou-se a possivel correlacao entre esse parametro lipidico e
0s niveis sericos de 25(OH)D. Considerando a distribuicdo ndo normal da 25(OH)D e dos
triglicerideos, foi adotado o teste de correlacdo de Spearman. A analise revelou uma correlacdo
negativa estatisticamente significativa entre os niveis de 25(OH)D e de triglicerideos (p = -
0,502; p = 0,04; n = 17). Esse achado sugere que, na amostra estudada, niveis mais baixos de
25(0OH)D associaram-se a valores mais elevados de triglicerideos, apontando para uma possivel
relagdo inversa entre hipovitaminose D e dislipidemia em cdes, tanto com HAC quanto
controles.

Além disso, buscou-se avaliar a associa¢do entre os niveis sericos de 25(OH)D e a
funcdo renal, representada pela creatinina, ja que ambas as variaveis apresentaram diferencas
significativas entre os grupos. Para isso, foi utilizada a correlacdo de Spearman, que revelou
uma correlacdo positiva, porém ndo significativa, entre 25(OH)D e creatinina (r = 0,259; p =
0,315; n=17).

6.5.2 Modelos de regressao para predicdo de niveis séricos de 25(OH)D

Com o objetivo de identificar fatores associados aos niveis séricos de 25(0OH)D, foi
conduzida uma andlise de regressdo linear multipla incluindo como variaveis independentes o
grupo (controle vs. HAC) e o colesterol total. O modelo apresentou ajuste estatisticamente
significativo, com coeficiente de determinacdo moderado (R? = 0,412), indicando que
aproximadamente 41,2% da variacao dos niveis de 25(OH)D pode ser explicada pela variavel
incluida.

Ambos os preditores foram estatisticamente significativos. O grupo apresentou
associacao positiva com os niveis de 25(OH)D (B = 25,804; p = 0,043), indicando que caes do
grupo controle apresentaram niveis mais elevados de 25(OH)D em comparagdo aos cdes com

HAC. Adicionalmente, o colesterol total apresentou associagdo negativa com a vitamina D (8
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=—0,324; p=0,031), sugerindo que concentragdes mais elevadas de colesterol estdo associadas

a niveis reduzidos de 25(OH)D na amostra avaliada.

6.5.3 Analise de Componentes Principais (PCA) e agrupamentos

Para explorar padrdes latentes entre 0os marcadores laboratoriais e avaliar o potencial de
diferenciacdo entre os grupos clinicos, foi realizada uma Analise de Componentes Principais
(PCA). Inicialmente, diversas variaveis foram consideradas; no entanto, a selecao final foi
baseada na combinacdo que apresentou melhor adequagédo estatistica e coeréncia bioldgica,
resultando na incluséo de vitamina D (25(OH)D), triglicerideos e ALT. A adequacéo da analise
foi confirmada por meio dos testes de validade, com indice KMO de 0,666 e teste de
esfericidade de Bartlett significativo (p = 0,037), indicando estrutura de correlacdo suficiente
entre as variaveis.

O primeiro componente principal (PC1) apresentou valor proprio superior a 1 e explicou
64,9% da variancia total, representando o principal eixo de variacdo dos dados. As cargas
fatoriais evidenciaram um padrdo consistente, no qual niveis mais baixos de 25(OH)D e niveis
mais elevados de triglicerideos e ALT contribuiram para maiores escores no PC1, sugerindo a
presenca de um eixo metabdlico associado a disfuncdo bioquimica observada nos animais
avaliados. Entretanto, ao analisar a distribuicdo dos escores dos dois primeiros componentes
principais (Figura 1), observou-se ampla sobreposicdo entre os grupos controle e HAC, sem
formacdo de agrupamentos distintos. Esse achado indica que, embora exista um padrdo
bioguimico subjacente, ele ndo é suficiente para discriminar os grupos clinicos de forma clara,
possivelmente em decorréncia do tamanho amostral limitado e da heterogeneidade metabdlica

caracteristica do HAC em cées.
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Figura 1. Grafico de dispersdo da Analise de Componentes Principais (PCA). Representacdo bidimensional
das pontuagdes dos individuos nos dois primeiros componentes principais extraidos (Componente 1 e Componente
2), derivados das variaveis vitamina D (25(OH)D), triglicerideos e ALT. O primeiro componente, que apresenta
valor préprio superior a 1, concentra a maior parte da variancia explicada dos dados, enquanto o segundo
componente foi incluido exclusivamente para fins de visualizagdo. Conforme observado no gréfico, hd ampla
sobreposicao entre os grupos controle (amarelo) e HAC (azul), sem formacéo de agrupamentos distintos, indicando
gue o padrao bioquimico identificado néo ¢ suficiente para discriminar os grupos clinicos com base nos marcadores
avaliados.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os niveis séricos de 25(OH)D em cées
com HAC em comparacdo a cdes saudaveis, bem como explorar sua relacdo com parametros
clinico-laboratoriais associados a condicdo. Os resultados demonstraram que cdes com HAC
apresentaram concentracdes séricas significativamente menores de 25(OH)D em relagdo ao
grupo controle, confirmando a hipdtese principal do estudo. Esse achado é consistente com a
literatura em medicina humana, na qual pacientes com sindrome de Cushing também
apresentam maior frequéncia de hipovitaminose D (Guarnotta et al., 2022). Embora o
delineamento transversal deste estudo ndo permita estabelecer relagéo causal, os resultados
reforcam a possibilidade de que o HAC esteja associado a alteragfes no metabolismo e na
biodisponibilidade da vitamina D. Essa relacdo pode envolver a interferéncia dos
glicocorticéides em vias relacionadas a homeostase mineral e a ativacdo da 25(OH)D em
1,25(0OH):D, bem como alteragdes hepaticas e lipidicas capazes de afetar o transporte, a
distribuicéo e a disponibilidade da vitamina D nos tecidos periféricos (Corbee, 2020; Bikle;
Schwartz, 2019; Sieber-Ruckstuhl et al., 2022).

Em relacdo as caracteristicas demogréficas, os grupos controle e HAC nao apresentaram
diferengas estatisticamente significativas quanto a idade e ao peso corporal, € mostraram
distribuico semelhante entre os sexos. Essa comparabilidade entre os grupos é relevante, pois
reduz a possibilidade de que diferencas demograficas expliqguem, de forma isolada, a menor
concentracdo sérica de 25(0OH)D observada nos cdes com HAC. Esses achados dialogam com
0 estudo de Alizadeh et al. (2022), no qual sexo, estado reprodutivo e porte corporal ndo
exerceram influéncia significativa sobre os niveis séricos de 25(OH)D em cées saudaveis.
Embora esses autores tenham observado tendéncia a valores mais elevados em cées acima de
cinco anos, essa diferenca também nao foi estatisticamente significativa. Além disso, a mediana
de 25(OH)D reportada por Alizadeh et al. (2022), de 52,5 ng/mL, reforga que concentragdes
compativeis com insuficiéncia podem ser frequentes mesmo em cées clinicamente saudaveis,
aspecto também observado no presente estudo, especialmente quando os valores sdo
interpretados segundo os intervalos de referéncia adotados.

Embora a maioria dos cées avaliados, tanto no grupo controle quanto no grupo HAC,
tenha apresentado concentragcdes de 25(OH)D abaixo do intervalo considerado ideal, os cées
com HAC exibiram valores séricos significativamente menores quando analisados como
variavel continua. No entanto, a distribuicdo categorica do status de vitamina D ndo diferiu

significativamente entre os grupos, indicando que a comparacao dos valores continuos foi mais
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sensivel para detectar a reducdo de 25(OH)D associada ao HAC. Esse achado reforga a
complexidade da biodisponibilidade da vitamina D, que pode ser modulada por multiplos
fatores, incluindo absorcéo intestinal, metabolismo hepatico e renal, transporte por proteinas
carreadoras, composicao corporal e interacdes hormonais (Fonseca et al., 2020).

Do ponto de vista clinico, os sinais mais observados nos cdes com HAC foram polifagia,
polidria e polidipsia, manifestaces compativeis com o quadro clinico classico descrito para a
sindrome e com as diretrizes do consenso do Colégio Americano de Medicina Interna
Veterinaria (ACVIM) (Behrend et al., 2013). A presenca de um caso com anorexia e perda de
peso reforca a heterogeneidade fenotipica do HAC, especialmente em apresentagdes menos
tipicas ou associadas a maior complexidade clinica. Em cdes com HAC hipofise-dependente,
alteracdes neurologicas e manifestacGes clinicas atipicas podem ocorrer em casos associados a
macroadenomas hipofisarios, nos quais os sinais variam conforme o tamanho e a taxa de
crescimento da massa. Nesses contextos especificos, a radioterapia tem sido descrita como
alternativa terapéutica a hipofisectomia, contribuindo para estabilizacdo clinica e, em alguns
protocolos, maior sobrevida (Rapastella et al., 2023).

Entre as manifestacdes clinicas observadas nos cdes com HAC, destacaram-se as
comorbidades cardiovasculares e osteoarticulares. A hipertenséo arterial, presente em cinco
caes, € compativel com o perfil clinico descrito para 0 HAC, uma vez que 0 excesso crénico de
glicocorticoides pode contribuir para alteracbes hemodindmicas, metabolicas e vasculares.
Embora o presente estudo ndo tenha avaliado diretamente a associacdo entre 25(OH)D e
hipertensdo arterial ou cardiopatia, a presenca concomitante de menores concentracdes séricas
de 25(OH)D e comorbidades cardiovasculares reforca a importancia de investigar esse eixo em
novos estudos. Na literatura veterinaria, baixos niveis de vitamina D j& foram associados a pior
prognostico em cdes com insuficiéncia cardiaca congestiva (Kraus et al., 2014), maior
mortalidade por doencas cardiacas (Silva; Sousa, 2020) e progressdo da insuficiéncia cardiaca
em doenca valvar cronica (Osuga et al., 2015). Além disso, em humanos com doenca de
Cushing, a suplementacdo com colecalciferol foi associada a melhora da sensibilidade a
insulina e do perfil lipidico (Guarnotta et al., 2022), sugerindo que a relacéo entre vitamina D,
metabolismo e comorbidades cardiovasculares pode representar um campo relevante para
futuras pesquisas em medicina veterinaria.

No sistema musculoesquelético, a dor articular observada em cinco cdes pode estar
relacionada ao efeito catabolico do cortisol sobre tecidos musculares e 6sseos, uma vez que 0

excesso de glicocorticdides pode reduzir a atividade osteobléstica e favorecer a reabsor¢éo
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Ossea (Hardy; Cooper, 2010). Nesse contexto, concentracfes reduzidas de 25(OH)D podem
representar um fator adicional de vulnerabilidade, considerando o papel da vitamina D na
homeostase mineral e na integridade musculoesquelética (Stockman; Villaverde; Corbee,
2021). Modelos experimentais em cdes submetidos a glicocorticoides exogenos ja
demonstraram osteopenia (Quarles, 1992), o que reforca a plausibilidade de uma interagdo entre
HAC, metabolismo dsseo e status de vitamina D. Entretanto, como o presente estudo ndo
avaliou marcadores 0sseos especificos, densidade mineral 6ssea ou associacdo direta entre
25(0OH)D e dor articular, essa interpretacéo deve ser considerada exploratéria.

A anélise bioguimica revelou achados adicionais de relevancia clinica, especialmente
no que se refere ao metabolismo lipidico. Os niveis de triglicerideos foram significativamente
mais elevados no grupo HAC, em consonancia com relatos prévios que descrevem alteracdes
lipidicas em cdes com essa endocrinopatia (Rosa; Melchert; Vargas, 2023). Observou-se
correlacdo negativa entre triglicerideos e 25(OH)D, sugerindo que menores concentraces
séricas desse marcador estiveram associadas a maiores valores de triglicerideos na amostra
avaliada. Esse achado é compativel com evidéncias em humanos que relacionam
hipovitaminose D a dislipidemia e a resisténcia a insulina (Huang et al., 2023). Barchetta et al.
(2011) sugerem que a vitamina D pode modular vias envolvidas no metabolismo lipidico,
incluindo genes relacionados ao receptor de LDL. Dessa forma, em cées com HAC, a reducgéo
de 25(OH)D pode compor um perfil metabdlico mais amplo, marcado por alteracfes lipidicas,
sem que seja possivel afirmar relacdo causal. Esse raciocinio € refor¢cado por meta-analise em
humanos que demonstrou reducéo de triglicerideos apos suplementacédo de vitamina D (Dibaba,
2019), levantando a hipotese de que a correcdo da hipovitaminose D em cées possa ser
investigada como estratégia complementar no manejo metabdlico da endocrinopatia.

A diferenca nos niveis séricos de 25(OH)D entre os grupos pode refletir tanto efeitos
diretos do excesso de cortisol sobre o metabolismo da vitamina D quanto de alteracGes
secundarias em sua biodisponibilidade. Alteracfes hepéticas, dislipidemias e redistribuicao
tecidual, comuns no HAC, sdo descritas como possiveis moduladores da concentracdo
circulante de 25(OH)D (Sieber-Ruckstuhl et al., 2022). Nesse sentido, os achados bioquimicos
do presente estudo, especialmente a elevacgdo dos triglicerideos no grupo HAC e sua correlacao
negativa com 25(OH)D, sugerem que o status deste marcador pode estar relacionado a
alteracdes metabolicas associadas a endocrinopatia.

De forma complementar, a regressao multipla final indicou que o grupo clinico e o

colesterol total se associaram significativamente aos niveis sericos de 25(OH)D. A associa¢do



36

positiva com o grupo controle indica que caes saudaveis apresentaram concentra¢fes mais
elevadas de 25(OH)D em comparagéo aos caes com HAC, reforgando a diferenca observada na
analise entre grupos. Ja a associacdo negativa entre colesterol total e 25(OH)D sugere que
componentes do metabolismo lipidico podem participar da biodisponibilidade desse marcador,
ainda que essa interpretacdo deva ser considerada exploratoria em razdo do tamanho amostral
reduzido. Embora o colesterol total ndo tenha diferido significativamente entre os grupos, sua
associacdo no modelo ajustado indica que esse parametro pode contribuir para explicar parte
da variacdo individual dos niveis de 25(OH)D na amostra avaliada.

A PCA mostrou que 25(OH)D, triglicerideos e ALT compuseram um eixo bioquimico
comum, possivelmente refletindo interagdes entre metabolismo da vitamina D, metabolismo
lipidico e funcdo hepética. Nesse eixo, menores niveis de 25(OH)D e maiores valores de
triglicerideos e ALT contribuiram para maiores escores no primeiro componente principal.
Embora a analise ndo tenha diferenciado claramente os grupos HAC e controle, possivelmente
em razdo do namero reduzido de animais e da heterogeneidade metabdlica da sindrome, o
resultado sugere que a reducdo de 25(OH)D deve ser compreendida como parte de um
fendmeno multifatorial, no qual alteracbes lipidicas e hepéaticas podem ter papel relevante
(Rijnberk; Kooistra, 2010).

Outro achado observado foi a reducéo significativa dos niveis de creatinina em cdes com
HAC. Embora a creatinina tenha diferido entre os grupos, sua correlagdo com 25(OH)D nao foi
estatisticamente significativa, o que impede inferir uma relacdo direta entre esse marcador e o
status de 25(OH)D na amostra avaliada. Em cdes com HAC, menores concentracdes de
creatinina podem refletir alteragdes de massa muscular associadas ao efeito catabdlico cronico
dos glicocorticoides, além de variagbes individuais relacionadas a idade, porte corporal e
condicdo clinica. Ainda gque a funcdo renal seja importante para a conversao da 25(OH)D em
1,25(0OH):D, os dados deste estudo ndo permitem atribuir a redu¢cdo de 25(OH)D a alteracdes
renais funcionais. Estudos futuros devem avaliar de forma integrada o eixo HAC, massa
muscular, funcéo renal e metabolismo da vitamina D, incluindo marcadores mais especificos
de funcéo renal e composicéo corporal.

Apesar de a maioria dos cdes avaliados apresentarem niveis séricos de 25(OH)D abaixo
do intervalo considerado ideal, nenhum animal apresentou deficiéncia grave, considerando o
ponto de corte inferior a 25 ng/mL, nem foram observadas diferencgas significativas nos niveis
séricos de calcio entre os grupos. Esse achado sugere que, mesmo diante de concentracGes

reduzidas de 25(OH)D, a homeostase mineral pode ter sido preservada por mecanismos
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compensatérios. Entre esses mecanismos, destaca-se a possivel participacdo do PTH, cuja
elevacdo em resposta a hipovitaminose D pode contribuir para a manutencdo dos niveis séricos
de célcio (Ramsey et al., 2005). Em cdes com HAC, ja foi demonstrado que o PTH pode estar
aumentado em comparacgdo a animais saudaveis, e que o tratamento com trilostano pode reduzir
0 PTH e aumentar o célcio sérico (Tebb et al., 2005). Dessa forma, a avaliagdo integrada de
25(0OH)D, PTH, calcio e fosforo pode fornecer informacbes relevantes sobre alteracdes
subclinicas do metabolismo mineral em cdes com HAC, especialmente em pesquisas que
incluam marcadores hormonais, minerais e de remodelacdo déssea de forma longitudinal
(Mooney et al., 2020).

Este estudo apresenta limitaces metodoldgicas que devem ser consideradas. O tamanho
reduzido da amostra, o delineamento transversal e a selecdo nao probabilistica por conveniéncia
limitam a generalizacdo dos achados e impedem o estabelecimento de relagdes causais. Além
disso, ndo houve controle detalhado de varidveis potencialmente associadas ao status de
25(0OH)D, como composi¢do da dieta, ingestdo caldrica, uso prévio de suplementos, tempo de
diagnostico, duracdo do tratamento com trilostano, estagio de estabilizacdo clinica e condigédo
corporal dos animais. Embora todos os cdes com HAC estivessem em tratamento com
trilostano, o estagio terapéutico ndo foi homogéneo, o que pode ter atenuado ou modulado
algumas alteragdes metabdlicas esperadas. Esses fatores reduzem o poder estatistico para
analises de subgrupos e reforcam que a relacdo entre HAC, metabolismo lipidico, funcédo
hepaética e status de 25(OH)D deve ser interpretada como exploratdria. A biodisponibilidade da
vitamina D € complexa e pode ser influenciada por fatores individuais, como genética, absorcéo
intestinal, metabolismo hepatorrenal, composicdo corporal e proteinas transportadoras
(Weidner; Verbrugghe, 2017).

Do ponto de vista translacional, os achados deste estudo sugerem possiveis implicacdes
praticas para o acompanhamento de cdes com HAC. O monitoramento dos niveis séricos de
25(OH)D pode contribuir para a identificacdo de alterages subclinicas no status de vitamina
D e auxiliar na avaliacdo integrada de comorbidades metabdlicas, cardiovasculares e
osteoarticulares frequentemente observadas nessa endocrinopatia. No entanto, considerando o
delineamento transversal e o tamanho reduzido da amostra, a dosagem de 25(OH)D deve ser
interpretada como ferramenta complementar, e ndo como marcador isolado de gravidade ou
prognostico. Da mesma forma, a suplementacdo da vitamina D, se conduzida com cautela e
monitoramento rigoroso, pode representar uma intervencgdo adjuvante no manejo clinico, com

potencial para reduzir complicagdes e melhorar a qualidade de vida dos pacientes com HAC.
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Futuras pesquisas, com amostras maiores, delineamentos longitudinais e maior controle
de fatores de confusdo, devem avaliar a evolucao dos niveis de 25(OH)D em cdes com HAC ao
longo do tempo, especialmente em diferentes fases do tratamento com trilostano. Também sera
importante investigar os efeitos da suplementacdo de vitamina D sobre parametros clinicos,
bioquimicos e metabolicos, incluindo perfil lipidico, marcadores hepéticos, metabolismo
mineral, PTH, composi¢do corporal, densidade 6ssea e indicadores de qualidade de vida. Em
humanos com doenca de Cushing, a suplementacdo com colecalciferol ja demonstrou impacto
positivo sobre a sensibilidade a insulina e o perfil lipidico (Guarnotta et al., 2022), refor¢ando
a relevancia de investigar, de forma controlada, estratégias semelhantes em medicina

veterindria.
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8. CONCLUSOES

Este estudo buscou responder se cdes com HAC apresentam niveis séricos reduzidos de
25(0OH)D em comparacdo a caes saudaveis e se esses niveis se associam a parametros clinico-
laboratoriais relacionados a condi¢do. Os achados demonstraram que os cdes com HAC
apresentaram concentracdes séricas significativamente menores de 25(OH)D em relagdo ao
grupo controle, indicando que essa endocrinopatia pode estar associada a alteraces no status
sérico desse marcador. A investigacao também permitiu integrar aspectos clinicos, bioquimicos
e metabolicos, contribuindo para a compreensdo de uma relacdo ainda pouco explorada na
medicina veterinéria.

Quanto a caracterizacdo da amostra, os cdes com HAC apresentaram perfil clinico
compativel com a sindrome, marcado principalmente por polifagia, polidria, polidipsia,
hipertensdo arterial e comorbidades cardiovasculares. Também foram observadas
manifestacdes como dor articular, anorexia em um animal e disfungéo cognitiva, reforcando a
heterogeneidade fenotipica do HAC e a necessidade de avaliacdo clinica abrangente desses
pacientes.

Na analise dos niveis séricos de 25(OH)D, verificou-se que a maioria dos cées avaliados
apresentou concentragdes abaixo do intervalo considerado ideal, independentemente da
condicdo clinica. Esse achado sugere que concentragdes insuficientes de 25(OH)D podem ser
frequentes em cées, inclusive entre animais clinicamente saudaveis, reforcando a importancia
de interpretar esse marcador a luz dos intervalos de referéncia adotados, das condicGes
individuais dos animais e das particularidades metabdlicas da espécie.

Na comparag&o entre 0s grupos, os cdes com HAC apresentaram concentracfes séricas
significativamente menores de 25(OH)D em relacdo aos controles, confirmando a hipétese
principal do estudo. Entretanto, a distribuicdo categdrica do status de vitamina D ndo diferiu
significativamente entre os grupos, indicando que a analise dos valores continuos de 25(0OH)D
foi mais sensivel para detectar diferencas entre cdes com HAC e cdes saudaveis. Esse resultado
sugere que o0 HAC pode estar associado a alteracdes no metabolismo e/ou na biodisponibilidade
da vitamina D, possivelmente por mecanismos relacionados ao excesso crénico de
glicocorticdides, alteracbes hepaticas, metabolismo lipidico, transporte por proteinas
carreadoras e redistribuicéo tecidual.

Quanto as analises de associacdo, os resultados indicaram que 0s niveis sericos de
25(0OH)D se relacionaram principalmente a parametros bioquimicos associados ao metabolismo

lipidico. Observou-se correlagdo negativa entre 25(OH)D e triglicerideos, sugerindo que
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menores concentracdes desse marcador estiveram associadas a maiores valores de triglicerideos
na amostra avaliada. Além disso, no modelo de regressdo, o grupo clinico e o colesterol total
se associaram significativamente aos niveis de 25(OH)D, indicando que tanto a presenca de
HAC quanto componentes do metabolismo lipidico podem contribuir para a variacdo sérica
desse marcador. Esses achados devem ser interpretados como exploratérios, mas reforcam a
possibilidade de que a reducéo de 25(OH)D em cées com HAC esteja inserida em um contexto
metabolico mais amplo.

Embora tenham sido observadas comorbidades cardiovasculares e osteoarticulares nos
cdes com HAC, os dados deste estudo ndo permitem concluir que a hipovitaminose D tenha
potencializado diretamente essas manifestacGes clinicas. Ainda assim, a coexisténcia de
menores niveis séricos de 25(0OH)D, hipertrigliceridemia e alteracdes clinicas compativeis com
HAC sugere a necessidade de estudos adicionais que avaliem, de forma integrada, o papel da
vitamina D no perfil metabdlico, cardiovascular e musculoesquelético desses pacientes.

Os resultados obtidos indicam que 0 HAC em cées esta associado a menores niveis
séricos de 25(OH)D, em um contexto clinico e bioquimico marcado por alteracbes metabolicas,
especialmente relacionadas ao perfil lipidico. Embora nédo seja possivel estabelecer causalidade
direta, os achados reforcam a relevancia de considerar a avaliacdo da 25(OH)D como
ferramenta complementar no acompanhamento de cdes com HAC, especialmente quando
associada a interpretacdo de parametros bioquimicos, condicdo clinica, tratamento em curso e
presenca de comorbidades. A suplementacdo de vitamina D, por sua vez, deve ser
compreendida como uma possibilidade a ser investigada, e ndo como recomendacéo direta a
partir dos dados deste estudo.

Entre as limitacbes do estudo, destacam-se o tamanho amostral reduzido, o
delineamento transversal, a selecdo ndo probabilistica por conveniéncia e a auséncia de controle
detalhado sobre variaveis como composicdo da dieta, ingestdo caldrica, uso prévio de
suplementos, tempo de diagnostico, duracdo do tratamento com trilostano, estagio de
estabilizacdo clinica e condicdo corporal dos animais. Esses fatores podem ter influenciado os
niveis seéricos de 25(OH)D e os parametros bioquimicos avaliados, limitando a generalizacdo
dos achados e reduzindo o poder estatistico para analises de subgrupos. Estudos longitudinais,
com maior representatividade populacional e controle de fatores de confusao, sdo necessarios
para aprofundar a compreensdo da relacdo entre HAC, status de 25(OH)D e alteracOes
metabdlicas, bem como para avaliar os possiveis efeitos da suplementagéo de vitamina D sobre

parametros clinicos, bioquimicos, hormonais e de qualidade de vida.
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Apesar dessas limitagdes, 0 presente estudo contribui para uma lacuna ainda pouco
explorada na medicina veterinaria ao avaliar os niveis séricos de 25(OH)D em cdes com HAC
e investigar sua relacdo com parametros clinico-laboratoriais. Os achados sugerem que a
reducdo de 25(OH)D pode integrar um perfil metabdlico mais amplo associado ao HAC,
especialmente envolvendo alterages lipidicas. Assim, a avaliacdo deste marcador pode auxiliar
futuras investigagdes e, com maior evidéncia, contribuir para estratégias mais individualizadas

de acompanhamento clinico em cdes com essa endocrinopatia.
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ANEXO 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo dos niveis de vitamina D no hipercortisolismo canino

Nome do(a) Pesquisador(a) Responsavel: Karina Weege

1. Natureza da pesquisa: O Sr(Sra.) esta sendo convidado(a) a autorizar a
participacao de seu(s) animal(is) nesta pesquisa que tem como finalidade investigar
0s niveis séricos de 25-hidroxivitamina D (25(OH)D) em cédes com
hipercortisolismo, visando contribuir com a salde de cdes acometidos pela
endocrinopatia, buscando melhorar a qualidade de vida.

2. ldentificacdo do(s) animal(is):

(identificar
espécie, sexo, raca, quantidade, nome ou numero de registro, se for o caso).

3. Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo o Sr. (Sra.) permitird que o
pesquisador(a) (explicar os procedimentos que serdo realizados no animal). O Sr.
(Sra.) tem liberdade de se recusar a participar e ainda se recusar a continuar
participando em qualquer fase da pesquisa/aula, sem qualquer prejuizo para o seu
animal. Sempre que julgar necessario, podera pedir mais informacdes sobre a
pesquisa atraves do telefone do(a) pesquisador(a). Se necessario, podera entrar em
contato com a Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA).

4. Riscos e desconforto: a participagdo nesta pesquisa nédo traz complicacdes legais.
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procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos principios éticos no uso de
animais, elaborados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (CONCEA), sobre a utilizacdo de animais em atividades educacionais e
em experimentos que envolvam espécies definidas na Lei 11.794/2008.

6. Confidencialidade: todas as informacGes coletadas neste estudo sdo estritamente
confidenciais. Somente os pesquisadores(s) terdo conhecimento dos dados.

7. Beneficios: esperamos que este estudo traga informacgdes importantes sobre a
resposta a associacao terapéutica apresentada, de forma que o conhecimento que
sera construido a partir desta pesquisa possa auxiliar outros animais com a mesma
patologia futuramente, e desde ja, o pesquisador se compromete a divulgar os
resultados obtidos.

8. Pagamento: o Sr.(Sra.) tera o beneficio de reducao dos custos de alguns exames
que serdo aplicados rotineiramente nos cdes com a doenca de Cushing, bem como
a isencao do custo das duas consultas especializadas para monitoramento da
evolucdo clinica do paciente.

Apos estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para a
participacdo de seu(s) animal(is) nesta pesquisa. Preencher, por favor, os itens que
se seguem:



Consentimento Livre e Esclarecido

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida,
manifesto meu consentimento em participar da pesquisa.

Nome do
Proprietario:

CPF/RG:

Assinatura do Proprietario:

Assinatura do Pesquisador:

Data: / /




APENDICE A - Tabela Suplementar S1

Tabela Suplementar S1. Dados clinicos individuais dos caes com HAC.

Paciente  Polifagia Polidria Polidipsia Anorexia Disfuncéo cognitiva

P1 Né&o Sim Sim Né&o Sim
P2 Sim Sim Sim Né&o Néo
P3 Sim Sim Sim Né&o Néo
P4 Sim Sim Sim N&o Né&o
P5 Sim Sim Sim Né&o Néo
P6 Sim N&o Nao Né&o Né&o
P7 Sim Nao Nao Né&o Né&o
P8 Sim Né&o Néo Néo Nao
P9 Sim Sim Sim Nao Nao

P10 Néo Sim Sim Sim Néo




