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Hormonas esteroides A
Fisiologia

Eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal

Las hormonas esteroides son segregadas por las glandulas adrenales bajo la monitorizacion del
eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal (Eje HHA). La Hormona Liberadora de Corticotropina (CRH)
segregada por el hipotalamo controla la sintesis y secrecion de la hormona adrenocorticotropa
(ACTH) en la hipdfisis. En consecuencia, ACTH coordina la actividad de las glandulas adrenales
y, principalmente, la produccién de cortisol y corticosterona. Las concentraciones plasmaticas
de cortisol generan un efecto de retroalimentacidon negativa sobre la hipdfisis y el hipotalamo,
regulando asi la produccion de CRH y ACTH .

Glandulas adrenales

Las glandulas adrenales, localizadas cerca
del polo craneal de los rifiones, tienen
tres unidades funcionales que segregan
catecolaminas (médula), aldosterona (zona
glomerulosa) vy glucocorticoides (zona
fasciculada vy reticular). En perros, el
cortisol es el principal glucocorticoide
producido con diversas acciones sobre
todos los tejidos corporales ¢ 8. El cortisol
se transporta en la sangre asociado a varias
proteinas, y solo la fraccion libre (no unida
a proteinas) puede penetrar en las células
diana. El cortisol libre representa alrededor
del 10% de la concentracion de cortisol total “.

CORTISOL CORTISOL El tipo de secrecion episédica de CRH y ACTH

hace que haya concentraciones variables de

Eje Hipotalamo-Hipsfisis- cprtisc_>| a Io_ largo del dia que no siguen ningun

Adrenal simplificado ciclo circadiano!. En consecuencia, los valores

basales aislados de cortisol no son demasiado

Utiles para evaluar el eje HHA. Sin embargo, la medicién de los niveles de cortisol en asociaciéon

con pruebas de hormonas esteroides se asocian al diagndstico y manejo del tratamiento de las
enfermedades adrenales e hipofisarias.

Hipotalamo
CRH

Hipofisis
ACTH

A Feedback 'ovOA

N Feedback

»

El cortisol es el principal glucocorticoide producido por las glandulas adrenales

Los niveles de cortisol son un reflejo de la funcién de las glandulas adrenales y la
hipéfisis (eje HHA)

Las concentraciones de cortisol estan asociadas con el diagnostico y manejo del
tratamiento de las enfermedades de Cushing y Addison
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HIPERADRENOCORTICISMO
CANINO A

Sindrome de Cushing




Etiologia
y epidemiologia r{

El hiperadrenocorticismo (HAC) es la asociaciéon de distintos trastornos que se producen debido
a unas concentraciones excesivas cronicas de glucocorticoides.

»» Etiologia

- HIPERADRENOCORTICISMO DEPENDIENTE DE LA HIPOFISIS (HDH) Representa
entre el 80% y 85% de los casos y es consecuencia de una produccién excesiva de ACTH
causada por®:

1. Tumores hipofisarios
a. Microadenomas (<10mm) o Macroadenomas (>10mm)
b. Adenocarcinoma (incidencia escasa)

2. Hiperplasia (idiopatica): Escasa incidencia

A pesar de las causas diferentes de HDH, la presentacién clinica sigue siendo la misma. La
liberacion excesiva de ACTH causa una hiperplasia de la corteza adrenal bilateral 27 y una
sobreproduccién de cortisol y hormonas sexuales.

- HIPERADRENOCORTICISMO POR TUMOR ADRENAL (TA) Los tumores adrenales
funcionales segregan cortisol de forma independiente al eje HHA. Los niveles plasmaticos
excesivos de cortisol causan la supresion de CRH y ACTH mediante el control por
retroalimentacion negativa. El déficit cronico de ACTH acaba causando una atrofia de la
glandula adrenal saludable (corteza adrenal).

1. Tumores Adrenales Unilaterales (raramente bilaterales)
a. Adenomas
b. Carcinomas

2. Hiperplasia Nodular (incidencia escasa)

- HIPERADRENOCORTICISMO YATROGENICO

»» Epidemiologia

Edad: Los perros con HAC suelen ser mayores de 6 afos.

Razas en riesgo: TODAS las razas pueden sufrir HAC, pero las mas predispuestas son
Caniches, Boxers, Téckels y los Terriers. Las razas grandes presentan tumores adrenales con
mas frecuencia mientras que las pequefas tienen mas tendencia a HDH & 13,

Sexo: Se ha descrito una mayor frecuencia de HAC en las hembras, sobre todo tumores

adrenales.
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Signos clinicos y hallazgos
laboratoriales r{

El hiperadrenocorticismo tiene muchas consecuencias metabdlicas profundas debido a los efectos
del exceso de corticosteroides circulantes. Los sintomas clinicos suelen ser vagos y tienen un
comienzo sutil.

Poliuria y polidipsia (PU/PD), polifagia, agrandamiento abdominal, debilidad muscular y alopecia
(normalmente del tronco y simétrica bilateral) se encuentran entre los hallazgos clinicos mas
comunes. Otros sintomas dermatoldgicos incluyen alteraciones en la calidad del pelo, piel delgada,
incapacidad de crecimiento de nuevo pelo, comedones y seborrea. En cuanto a los hallazgos
hematoldgicos, es comun hallar leucograma de estrés (linfopenia, neutrofilia, eosinopenia)
debido a los niveles elevados de cortisol, eritrocitosis y trombocitosis. Las anomalias bioquimicas
incluyen el incremento de la fosfatasa alcalina, que aparece en alrededor del 90% de los casos,
incremento de la ALP, acidos biliares e hiperlipidemia (trastorno hepatico). Los signos comunes
del tracto urinario incluyen proteinuria, baja densidad relativa de la orina e infecciones del tracto
urinario (50%).

BIOQUIMICOS i

O 1ALP (90%) HEMATOLOGICOS
DIGESTIVOS O TALT (90%) O Leucograma de estrés
o Polifagia, O tAcidos biliares O Eritrocitosis
O Hepatomegalia O Hiperlipidemia O Trombocitosis
O Vémitos, O §BUN

O Diarrea O Hiperglicemia

URINARIOS

O PD/PU (80-95%)
O Proteinuria

o VDR orina DERMATOLOGICOS
O ITU (50%) L
O Pérdidas de orina O Alopecia simétrica
del tronco
O Piel delgada
O Crecimiento
deficiente del pelo
O Seborrea
O Pioderma...
NEUROMUSCULARES
O Debilidad muscular CARDIORRESPIRATORIOS
O Letargo . 2
O Hipertension
O Jadeo
SIGNOS COMUNES CON HALLAZGOS "
EL HIPOTIROIDISMO LABORATORIALES REPRODUCCION
O Ganancia de peso COMUNES CON EL O Anestro (50%)
O Alopecia HIPOTIROIDISMO
O Letargo O Hipercolesterolemia
O Anomalias O Hipertrigliceridemia
reproductivas O RALP, ALT, AST, yGT
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Diagnostico y seguimiento
del tratamiento r{

El hiperadrenocorticismo estd incluido en el diagndstico diferencial cuando hay sintomas
compatibles y hallazgos relacionados en la exploracién fisica y hallazgos laboratoriales.

La medicion de una sola concentracion basal de cortisol no es fiable para la
evaluacion de la funcion de la glandula adrenal, puesto que los valores de los perros
sanos y afectados suelen solaparse debido a la naturaleza pulsatil de la secrecién de cortisol
durante el dia. En consecuencia, se utilizan pruebas endocrinas especificas para la confirmacion
del diagndstico ' ¢ 12, Los resultados de las pruebas endocrinas son muy Utiles para el abordaje
diagnostico, pero el diagndstico definitivo deberia tener siempre en cuenta la historia, sintomas
y otros hallazgos de la exploracion fisica y laboratoriales.

»

Diagnéstico: Confirmar o descartar el diagnostico en presencia de sintomas

Cribaje: Evaluar la funcién adrenal tras la identificacion accidental de una masa
adrenal o hipofisaria

Discriminacion: Diferenciar entre HDH y Tumores adrenales
Monitorizacion del tratamiento: Seguimiento tras la administracién de farmacos

A. EVALUACIC')N’DE LA FUNCION ADRENAL CON LA PRUEBA DE
ESTIMULACION CON ACTH

La prueba de estimulacion con ACTH evaliua la
respuesta de la corteza adrenal frente Ila
administracion exogena de ACTH.

LOS VALORES POSITIVOS
SON ALTAMENTE SUGESTIVOS
DE HAC, SOBRE TODO EN

Los perros con el sindrome de Cushing segregan PERROS SIN ENFERMEDADES
cantidades excesivas de cortisol y presentan una CONCURRENTES
respuesta exagerada en comparacion con los perros
sanos. Alrededor del 85% de los perros con HDH y
un 60% de los perros con TA tendran respuestas
de cortisol elevadas ® 1% 13,

Ademas, la prueba con ACTH es el patron de oro para el diagnéstico de HAC yatrogénico,
porque evalla la capacidad de las glandulas adrenales para producir glucocorticoides.

La prueba de estimulacion con ACTH es breve, facil de realizar en la clinica, y esta afectada
por menos variables que otras pruebas. Sin embargo, los perros con enfermedad no adrenal
(ENA) pueden tener niveles elevados de cortisol que a veces se superponen con los del
hiperadrenocorticismo ¢ 2, Asimismo, progestagenos, glucocorticoides y ketoconazol suprimen
las respuestas a la ACTH .

Protocolo

Se administra ACTH sintética por via IV o IM y se obtienen muestras de sangre antes y después
de la administracién de ACTH, normalmente una hora después. Los niveles elevados de
cortisol post ACTH son compatibles con HAC.
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Diagnostico y seguimiento
del tratamiento r{

B. PRUEBAS ENDOCRINAS PARA MONITORIZAR EL TRATAMIENTO

La medicidn de los niveles de cortisol después del comienzo del tratamiento es muy importante
porque permite adaptar las dosis a las necesidades individuales de cada perro. La prueba
de estimulacion con ACTH es la Unica prueba recomendada para la monitorizacion del
tratamiento, con el mismo protocolo que para el diagndstico de la enfermedad.

Los tratamientos utilizados habitualmente son el trilostano y el mitotano. Las indicaciones para
comenzar y el proceso difieren en funcion del tratamiento elegido y deberian estar en linea con
las recomendaciones del fabricante del farmaco.

C. FACTORES QUE AFECTAN AL CORTISOL Y A LAS PRUEBAS
ADRENAL-HIPOFISIS

Farmacos

El factor mas importante que puede afectar a la medicidon del cortisol es la administracion
de glucocorticoides. Los glucocorticoides exdgenos afectan a los resultados de las pruebas
dindmicas por dos vias:

O Interferencia con la medicién de cortisol (prednisona, prednisolona, hidrocortisona)
O Supresion del eje hipdfisis-adrenal (prednisona, prednisolona, hidrocortisona) ® 19 11

Por lo tanto, deberia suspenderse el tratamiento con glucocorticoides al menos entre 24 y 48
horas antes de la medicién del cortisol plasmatico. En cuanto a la prueba de estimulacién con
ACTH, la administracion de otros glucocorticoides deberia cambiarse por la dexametasona ya
gue ésta no interfiere con la respuesta a la ACTH 9 1011,

Otros factores

Se ha demostrado que varias enfermedades no adrenales (ENA) pueden afectar a la medicién del
cortisol, causando niveles elevados. Ademas, las cirugias pueden incrementar la concentracion
de cortisol durante aproximadamente 24 horas, pero la anestesia no tiene efecto alguno3.
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HIPOADRENOCORTICISMO
CANINO

Enfermedad de Addison




Etiologia y
epidemiologia r{

El hipoadrenocorticismo es el déficit grave de sintesis adrenocortical de hormona y no es una
enfermedad comuln en perros y gatos.

» ETIOLOGIA

HIPOADRENOCORTICISMO PRIMARIO. Representa mas del 95% de los casos clinicos y es
consecuencia de una disfuncién glandular adrenal bilateral. Cuando se observan signos clinicos,
ya se ha afectado mas del 90% de la corteza adrenal 3 #:

1. Disfuncion o atrofia hipofisaria (todas las zonas de las glandulas adrenales)
a. Idiopatica: Inmunomediada

b. Yatrogénica: Perros tratados para hiperadrenocorticismo con mitotano, trilostano,
ketoconazol (normalmente reversible)

2. Linfoma u otros tipos de neoplasia: Escasa incidencia

Falta de glucocorticoides y mineralocorticoides (aldosterona), aunque algunos perros solo
desarrollan déficit de glucocorticoides

HIPOADRENOCORTICISMO SECUNDARIO. Consecuencia de un déficit cronico de ACTH
que causa atrofia de las glandulas adrenales, mayoritariamente de la corteza adrenal.

1. Yatrogénico: Interrupcién subita del tratamiento con glucocorticoides
2. Tumores o lesiones hipofisarios o hipotaldmicos: Escasa incidencia
3. Congénito: Escasa incidencia

Mayoritariamente se observa déficit de glucocorticoides porque la excrecion de
mineralocorticoides esta controlada por las concentraciones de renina y potasio circulantes.

»» Epidemiologia

Edad: Perros jovenes y de mediana edad, de menos de 6 anos.
Razas en riesgo: Caniche, Bearded Collie (predileccion genética), Retrievers, Gran Danés?3, etc.

Sexo: Se ha descrito una mayor frecuencia de hipoadrenocorticismo en las hembras.

V |oSIM0)  P330S5



Signos clinicos y hallazgos
laboratoriales r{

La mayoria de los perros presenta un comienzo crénico de signos inespecificos que también
pueden ser intermitentes y que con frecuencia se vuelven mas aparentes tras un incidente
estresante. Ademas, el colapso agudo es bastante frecuente en perros presentados a la clinica
con episodios de deshidratacidon, hipotermia, vomitos y diarrea.

BIOQUIMICOS METABOLISMO HEMATOLOGICOS
O Hiperpotasemia (95%) O Letargo O Sin leucograma de
O Hiponatremia (80%) O Debilidad estrés (92%)

O Azotemia (88%) O Apatia O Neutrofilia

O Hiperfosfatemia (68%) O Pérdida de peso O Anemia no

O TEnzimas hepaticas O Deshidratacion grave regenerativa

O Hipoglicemia O Acidosis metabélica

O Hipocolesterolemia

NEUROMUSCULARES

O Debilidad muscular

O Calambres musculares

O Convulsiones por
hipoglicemia

CARDIOVASCULARES
O Bradicardia
O Pulso débil
O Hipotension
O Arritmia
URINARIOS
O Baja DR de la
orina (60%)
O PU/PD
DIGESTIVOS
SINTOMAS CLINICOS HALLAZGOS 0 Disfuncién hepéatica
COMUNES CON LA LABORATORIALESCOMUNES O Anorexia
ENFERMEDAD RENAL CONLAENFERMEDADRENAL O Vémitos,
O PU/PD O 1BUN O Dolor abdominal
O Anorexia O K Creatinina
O Pérdida de peso otP
O Vémitos o 1K
O Diarrea o ¥Na




Diagnostico i
Evaluacion de las funciones adrenal e
hipofisaria con pruebas endocrinas

El diagnostico solo puede confirmarse con la evaluacidon del eje HHA. Los perros con
hipoadrenocorticismo presentan una respuesta adrenal inadecuada cuando se someten a
pruebas endocrinas e incluso suelen tener concentraciones basales de cortisol muy bajas?® 3 4.

»» Prueba de estimulacion con ACTH

Se la considera como el patron de oro para el diagnéstico de la enfermedad de
Addison en perros. El protocolo realizado habitualmente consiste en la administracion IV de
ACTH sintética. Existen dos protocolos, con dosis bajas y elevadas de ACTH, con rendimientos
equivalentes > ¢, Como para el diagndstico de hiperadrenocorticismo, se necesitan dos muestra
de sangre, antes y una hora después de la administracion de ACTH.

»» Concentraciones basales de cortisol

Unos simples niveles bajos de cortisol no pueden confirmar el diagndstico debido a las
fluctuaciones diurnas de las concentraciones de cortisol en reposo. Sin embargo, los perros con
hipoadrenocorticismo suelen presentar niveles basales muy bajos. Como informan los estudios
gue evallan el interés de las concentraciones basales para el diagndstico de la enfermedad, una
linea de corte de la concentracidon basal de cortisol en 28 nmol/L permitié detectar de forma
satisfactoria a la gran mayoria de los perros con hipoadrenocorticismo (sensibilidad: entre 86
y 100%) con una especificidad muy elevada de entre el 92 y 98%. Una linea de corte en 55
nmol/L tuvo una sensibilidad y especificidad del 100% y entre el 63 y 78% respectivamente 7.

En general, unos niveles basales de cortisol normales sirven para descartar la
enfermedad porque es muy improbable que los perros con hipoadrenocorticismo
tengan valores normales’.

» Cociente cortisol / hormona adrenocorticotropa

Otra prueba consiste en la medicion del cociente entre el cortisol y ACTH, que también se ha
demostrado que es Util para la deteccidén de la enfermedad 3 > 8,
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EVALUACION ADRENAL EN LA CLINICA



Speed™ Cortisol
Especificaciones del Test A

» Introduccion

)»» Speed Reader™

Speed Reader™ es un instrumento de lectura de fluorescencia semiautomatico y portatil para la
medicién de la concentracidon de biomarcadores especificos en la sangre de distintas especies.
La concentracion de cada marcador se mide indirectamente mediante la intensidad de una
sefal fluorescente producida por la mezcla de la muestra con el reactivo.

Speed Reader™ convierte la intensidad de la seial fluorescente en un valor cuantitativo
y lo muestra como resultado del test.

Speed Reader™ se ha calibrado para un uso veterinario y solo debe utilizarse junto con tests de
inmunoensayo compatibles que se basen en la reaccidon antigeno-anticuerpo y la tecnologia de
la fluorescencia.

)»» Speed™ Cortisol

Speed™ Cortisol es un test rapido cuantitativo que permite
el analisis del cortisol circulante mediante el analisis de la b
fluorescencia inducida por laser. Speed™ CORTISOL

RANGO DINAMICO DE

Entre 30 nmol/l y 800 nmol/I
(Entre 1,09 Qg/dl y 28,96 Qg/dl)

» Principio esencial del inmunoensayo

Los inmunoensayos son métodos bioanaliticos en los que la medicidn cuantitativa de biomarcador
depende de la reaccion de un antigeno (el biomarcador que se busca) y un anticuerpo.

Esencialmente, el método se basa en la reaccion de union de una cantidad especifica
de un anticuerpo marcado con la cantidad del antigeno de la muestra (biomarcador
que se busca).

El marcador se une a los anticuerpos marcados con un colorante fluorescente, formando un
complejo Marcador-Anticuerpo. El complejo se fija sobre la membrana del test en unos puntos
de union especificos. El andlisis se completa midiendo la actividad fluorescente inducida por el
laser en los puntos de union.

Rayo laser Seial recibida
por sensores
ultrasensibles

Emision de fluorescencia a una
longitud de onda

1 z\ Anticuerpos especificos

Y/ para el biomarcador investigado

Nanoparticulas ——
fluorescentes

Biomarcadores
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Speed™ Cortisol
Especificaciones de uso A

Requisitos de la muestra

» Muestra
Speed™ Cortisol puede utilizarse con muestras de suero (tubo seco).
No se han evidenciado interferencias por hemdlisis o hiperlipemia.

» Conservacion

Las muestras pueden utilizarse directamente después de su centrifugacidon o puede transferirse
el suero a un nuevo tubo seco, y conservarlo para utilizarlo mas tarde.

O Las muestras de suero pueden conservarse en un frigorifico (entre 2 y 8 °C) hasta 7 dias
O Pasados 7 dias, conservadas en congelador (-20 °C)

Las muestras almacenadas deberian dejarse volver a la temperatura ambiente (18-27 °C) y
centrifugarse antes del andlisis.

Instrucciones para antes del analisis

» Transferencia de la muestra

Las muestras deberian transferirse nicamente con la micropipeta de 50 pl proporcionada
y siguiendo las instrucciones para un uso apropiado de la pipeta.

» Puntos a comprobar

PRESENCIA DE BURBUJAS DE AIRE: Debe presionarse el pistén de la pipeta ANTES de
insertar la punta de la pipeta en el tubo de la muestra. En caso contrario, la micropipeta podria
aspirar burbujas de aire que afectarian al volumen de muestra aspirada.

FORMACION DE FIBRINA: Un tiempo no apropiado para la coagulacién o centrifugaciéon de
la muestra o unas condiciones de conservacién de la muestra (frigorifico o -20 °C) pueden
contribuir a la presencia de hebras de fibrina en el suero o plasma. Esto puede generar
resultados erréneos del test por el taponamiento de la pipeta y un volumen reducido de la
muestra aspirada. En este caso, se recomienda volver a centrifugar las muestras.
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Speed” Cortisol
Especificaciones de uso A
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Speed™ Cortisol no puede interpretarse visualmente, debiendo ser leido Unicamente con el
analizador Speed Reader™.

Materiales

@ 1 placa de test, (2) chip de calibracion del lote, 3) 1 tubo de reactivo, (4 1 tapén cuentagotas,
(® 1 punta de pipeta y 6 micropipeta de 50.

o B e By - %ﬂ

i Speed

2 ® @ ® - ®

r— EL CHIP DE CALIBRACION DEL LOTE
DEBE REGISTRARSE EN

SPEED READER™ ANTES DE REALIZAR
s EL PRIMER TEST DE CADA LOTE.

Aplicacion de la muestra

El reactivo y la placa del test deberian alcanzar la temperatura
ambiente (entre 18 y 27 °C) durante un minimo de 30 minutos
antes de utilizarlos.

Transferir 50 Hl de suero al tubo de reactivo con la ayuda de la
micropipeta.

La mezcla debe dejarse reposar durante 5 minutos (tiempo de
incubacion). Este paso es extremadamente importante y debe
respetarse el tiempo de incubacion exacto.

Cualquier alteracion del volumen de reactivo o del tiempo
de incubacion puede causar resultados erroneos de la
prueba.

Tras el periodo de incubacion, deben desecharse las 2 primeras
gotas de la mezcla para limpiar el espacio muerto. Tras retirar
completamente la placa de Speed Reader™, afadir las siguientes
2 gotas en el pocillo para muestra, mientras se sostiene el vial
VERTICALMENTE.

No debe conservarse el resto de la mezcla para andlisis posteriores.




Speed™ Cortisol
Prueba de estimulacion con ACTH - Algoritmo A

Examen clinico
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En caso de sospecha

de a enfermedad, Muy recomendable realizar

pruebas de discriminacion

la prueba con ACTH . o ..
dzber.'a repetirse para la identificacion de la
una pocas semanas causa
después

»

ACTH (conservacion, administracion, dosis)
Toma de muestras

*HAC: Hiperadrenocorticismo

*Conversién: 1 ug/dl = 27,59 nmol/I

*De acuerdo con la preparacion médica de ACTH y la ruta de administracion, el tiempo de medicion después de la
ACTH puede variar ligeramente (p. ej. gel ACTH: T1h + T2h)

Estas recomendaciones son solo una guia. La interpretacion por parte del veterinario deberia tener siempre en cuenta la historia,
exploracion clinica y cualquier otra prueba de diagndstico adicional o factores que pudieran afectar los resultados.
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Validacion del método

El inmunoensayo Speed™ Cortisol en la clinica fue validado para la medicién de cortisol circulante
en sangre en perros, en comparacion con el método de laboratorio, inmunoensayo con enzimas
quimioluminiscentes (CLEIA; IMMULITE® 2000, Siemens).

Objetivo

El objetivo de este estudio era comparar los resultados producidos por Speed™ Cortisol con los
obtenidos mediante CLEIA, que sirvieron como método de referencia.

Materiales y meéetodo

Se mididé el cortisol en 340 muestras
clinicas de sangre de perros antes y
después de una prueba de estimulacion
con ACTH o Prueba de Supresion con

Correlacion con CLEIA*
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y = 0,9497x - 76485
R? = 0,9272

Resultados y conclusion

La correlacién (R?) fue de 0,92, lo que indica una congruencia excelente entre ambos
sistemas de analisis.

El nuevo ensayo inmunocromatografico para la clinica Speed™ Cortisol tiene una excelente
correlacion con el inmunoensayo con enzimas quimioluminiscentes y puede considerarse como
prueba fiable para la medicidn de cortisol en la clinica.

Fuente: Loukeri, E. Claret, J. Morlet. BVT, La Seyne sur Mer, Francia. PERFORMANCE EVALUATION OF AN IN-CLINIC IMMUNOASSAY
(SPEED CORTISOL™) FOR THE MEASUREMENT OF CIRCULATING CORTISOL IN DOGS. Péster presentado en el 18° congreso anual
europeo de ESVCP, Nantes, 19-22 de octubre de 2016.

*Inmunoensayo con enzimas quimioluminiscentes
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