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Introduction

La maladie de Cushing est la forme la plus fréquente d’hypercorticisme, causée par une
tumeur hypophysaire, a [lorigine dune sécrétion excessive et dérégulée d'ACTH
(Adrenocorticotropic hormone) et donc, in fine, de cortisol. Cette affection est également nommeée
hypercorticisme central ou hypercorticisme ACTH-dépendant par opposition a I’hypercorticisme
périphérique ou ACTH-indépendant (secondaire a une masse surrénalienne). La maladie de
Cushing représente 80 a 85% des syndromes de Cushing, ces derniers ayant une prévalence
relativement faible (0,20 a 0,28%) chez le chien (O’Neill et al., 2016 ; Carotenuto et al., 2019).
Dans la suite de ce manuscrit, nous utiliserons les termes de syndrome de Cushing pour
nommer tout hypercorticisme spontané quelle que soit sa cause et le terme de maladie de
Cushing pour décrire I'hypercorticisme d’origine centrale ACTH-dépendant. Elle touche
préférentiellement les chiens agés (> 9 ans) de petite taille sans prédisposition de sexe (Ling et
al., 1979 ; O’Neill et al., 2016 ; Carotenuto et al., 2019).

Les signes cliniques et paracliniques causés par la maladie de Cushing sont largement
décrits dans la littérature, rendant la suspicion en consultation de plus en plus aisée et précoce.
De la méme facon, la démarche a suivre a travers les différents examens complémentaires
disponibles (a la fois biologiques et d'imagerie médicale), est, aujourd’hui, trés bien décrite,
rendant les chances de succeés d’établissement du diagnostic de plus en plus grande. Ainsi, la
démarche diagnostique face a une suspicion de maladie de Cushing est assortie d’'une
bibliographie trés riche, ayant méme fait I'objet du consensus ACVIM (American College of
Veterinary Internal Medicine) de I'année 2012 intitulé « Diagnosis of Spontaneous Canine
Hyperadrenocorticism » (Behrend et al., 2013).

Enfin, les méthodes thérapeutiques (médicale, locorégionale et, trés rarement,
chirurgicale) sont également trés bien décrites, qu’il s’agisse de leurs indications respectives,
de leurs modalités de mise en ceuvre ou de leur efficacité.

Néanmoins, ces démarches diagnostique et thérapeutique représentent un
investissement personnel et financier important de la part des propriétaires. On peut donc
s’interroger sur le pronostic a court, moyen et long terme des chiens atteints de la maladie de
Cushing. A ce jour, seules trois études se sont intéressées a la recherche de facteurs
pronostiques chez les chiens atteints d’hypercorticisme, toutes origines confondues
(Fracassi et al., 2015 ; Nagata et al., 2017 ; Schofield et al., 2020). Les données sur le sujet
sont donc encore tres limitées.

Ainsi, dans ce travail de thése, nous nous sommes attachés a la recherche de facteurs de
risque de déces potentiels chez des chiens atteints de la maladie de Cushing. Pour cela, nous
avons analysé les données médicales recueillies chez des chiens présentés au CHUVA (Centre
Hospitalier Universitaire Vétérinaire d’Alfort) et pour lesquelles une maladie de Cushing a été
définitivement établie.
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Dans cette perspective, nous rappellerons tout d’abord quelques données
bibliographiques concernant, la physiologie de I'axe corticotrope puis I'épidémiologie, la
présentation clinique, les données paracliniques de I'’hypercorticisme ainsi que les démarches
diagnostiques et thérapeutiques a adopter face a une maladie de Cushing. Nous nous
intéresserons également aux données actuelles disponibles concernant le pronostic des chiens
atteints d’hypercorticisme. Dans un second temps, nous présenterons 'ensemble des résultats
de notre étude et, enfin, nous discuterons ces résultats, a la lumiére des données
bibliographiques disponibles a ce jour.
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Premiere partie : étude bibliographique

Cette partie sera consacrée a des rappels sur la physiologie de I'axe hypothalamo-
hypophysaire. Puis, nous étudierons son déréglement dans le cadre d’'un hypercorticisme et
particulierement dans le cadre de la maladie de Cushing.

I. Données anatomiques et physiologiques de I’axe corticotrope

A. Rappels sur les données anatomiques de I’axe corticotrope

L’axe hypothalamo-hypophysaire est au centre de la régulation du systeme endocrinien.

1. Anatomie de I’hypothalamus

L’hypothalamus correspond a une portion du diencéphale qui occupe le plancher du
troisieme ventricule. L’hypothalamus posséde de trés nombreuses fonctions au sein de
'organisme, assurant le maintien de 'homéostasie de lindividu (contrdle de la température
corporelle, des échanges hydriques, de I'appétit et des métabolismes glucidiques et lipidiques,
du systeme cardio-vasculaire, de I'appareil digestif, du systéme endocrinien, des fonctions de
reproduction, des rythmes biologiques et des manifestations émotionnelles). Ses nombreuses
activités sont entretenues par de trés nombreuses afférences et une sensibilité a toute
modification chimique ou physique du sang, et sont finement liées a celles du cortex cérébral.

L’hypothalamus exerce ses fonctions par voie nerveuse d’une part (a travers la formation
réticulée et le systéme nerveux autonome) et par voie hormonale d’autre part, en agissant sur
l'activité sécrétoire de I'hypophyse. Topographiquement, '’hypothalamus peut étre découpé
dans le sens caudo-rostral en trois régions (rostrale, intermédiaire et caudale).
Schématiquement, les régions rostrale et intermédiaire agissent sur le systeme
parasympathique et endocrinien alors que la région caudale agit sur le systeme sympathique
(Barone et Bortolami, 2004).

Au sein de I'axe corticotrope, I'hypothalamus est a l'origine de la sécrétion de CRH
(corticotropin-releasing hormone). La CRH est un polypeptide de 41 résidus d’acides aminés
synthétisés par des neurones de la région rostrale de I'hypothalamus. Elle permet la régulation
de la sécrétion dACTH (adrenocorticotropic hormone) par I'adénohypophyse
(Feldman et al., 2015).

2. Anatomie de I’hypophyse

L’hypophyse (représentée Figure 1) est une glande endocrine impaire de forme plus ou
moins arrondie et attachée par un court pédoncule (ou infandibulum) a la face ventrale de
I'hypothalamus. La taille de I'hypophyse est variable selon la race et l'individu. En moyenne,
chez le chien sain, les dimensions sont de 3,2 — 5,1 mm de hauteur, 4,2 — 6,9 mm de largeur et
3,6 — 7,2 mm de longueur (Meij, 2001).
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Elle est recouverte quasi-intégralement par la dure-mere, interrompue dorsalement par
le diaphragme de la selle turcique qui permet le passage de l'infandibulum.

L’hypophyse joue un rdle central dans les relations entre le systéme nerveux central (et
notamment I'’hypothalamus) et les autres glandes endocrines dont elle régule les sécrétions par
la libération d’hormones trophiques a destination de chacun d’entre elles. L’hypophyse est
composée de l'adénohypophyse, antérieure, et de la neurohypophyse, postérieure. La
neurohypophyse fait partie du systéme nerveux central. Elle ne synthétise pas d’hormones mais
assure la sécrétion de I'hormone anti-diurétique (ADH pour antidiuretic hormone) et de
'ocytocine, synthétisées par I'’hypothalamus. A linverse, I'adénohypophyse constitue une
véritable glande endocrine. Elle est en connexion vasculaire étroite avec I'hypothalamus via le
systéme porte hypothalamo-hypophysaire. Elle se divise en pars distalis (la plus importante tant
par son volume que par ses fonctions), pars intermedia et pars tuberalis
(Barone et Simoens, 2010). La pars distalis est a l'origine de la sécrétion d’ACTH (et plus
accessoirement de B-LPH) (Ettinger et al., 2017). L'ACTH est un peptide de 39 acides aminés
dont le r6le principal est de stimuler la sécrétion de glucocorticoides par le cortex surrénalien.
De facon plus accessoire, elle stimule également la sécrétion de minéralocorticoides et la
sécrétion d’hormones sexuelles (Feldman et al., 2015). La pars distalis est également a l'origine
de la sécrétion de TSH (thyroid stimulating hormone), GH (growth hormone), LH (luteinizing
hormone), FSH (follicle stimulating hormone) et de prolactine (Barone et Simoens, 2010).

Figure 1 : Schéma de 'anatomie de I’hypophyse (Barone et Simoens, 2010)
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3. Anatomie des glandes surrénales

Les glandes surrénales sont des glandes endocrines paires situées dans le
rétropéritoine, contre la paroi dorsale de 'abdomen, cranio-médialement au pole cranial des
reins (la droite étant alors, a I'image du rein droit, légérement plus craniale que la gauche).
Toutes deux sont maintenues en place par les capsules adipeuses rénales, avec lesquels elles
sont liees par du conjonctif infiltré de graisse. Chaque glande est composée d’'une médulla,
centrale, et d’un cortex, périphérique, qui agissent en synergie pour assurer la réponse et
'adaptation au stress. Sur une coupe, la distinction est trés nette (le cortex est jaune brun clair
et présente une fine striation radiaire alors que la médulla est beaucoup plus sombre, rouge
brun ou brunéatre). Le cortex enveloppe totalement la médulla et est composé de trois partie
distinctes : la zone glomérulée, la zone fasciculée et la zone réticulée. Il est a l'origine de la
production d’environ 30 hormones stéroidiennes.

La zone glomérulée (ou zona glomerulosa) est responsable de la production de
minéralocorticoides (aldostérone et désoxycorticostérone) qui sont essentiels a 'homéostasie
hydro-électrolytique. La zone fasciculée (ou zona fasciculata) est la plus épaisse du cortex
(2/3 de I'épaisseur) et est responsable de la production de glucocorticoides (principalement le
cortisol et la corticostérone), impliqués dans le métabolisme des glucides. La zone réticulée (ou
zona reticularis) est la plus mince et a l'origine d’'une production en petite quantité d’hormones
stéroides androgénes (hormones sexuels males), principalement la déhydroépiandrostérone.
La médulla est quant a elle responsable de la production de catécholamines (adrénaline
principalement) (Barone et Simoens, 2010). Toutes les hormones stéroides (cortisol,
aldostérones, androgénes...), glucocorticoides ou minéralocorticoides, sont synthétisées a
partir du cholestérol. L’arbre de formation de ces hormones est représenté Figure 2.
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Figure 2 : Cascade de formation des hormones stéroides a partir du cholestérol chez le chien
(Sanders et al., 2016)
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Une fois synthétisé, le cortisol est transporté, sous forme liée, par des protéines
(essentiellement par la CBG, corticosteroid-binding globulin, ou transcortine) dans le sang. Chez
le chien, environ 5 & 20% du cortisol demeure libre. La concentration de cortisol totale est de 10
a 160 nmol/L chez un individu sain. La fraction libre, forme biologiguement active, est de 1,3 a
21 nmol/L (Kemppainen et Behrend, 1997).

Le cortisol est impliqué dans de nombreuses voies métaboliques de I'organisme, et
posséde des propriétés immunosuppressives, anti-inflammatoires, néoglucogéniques,
cataboliques des protéines et lipolytiques, qui sont a l'origine des nombreuses manifestations
cliniques rencontrées lors d’hypercorticisme (Ettinger et al., 2017).
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B. L’axe corticotrope : un systeme intégré permettant une

régulation fine de la sécrétion de cortisol

La régulation de la sécrétion de cortisol s’effectue aux trois étages de I'axe corticotrope :

hypothalamus, hypophyse et glandes surrénales. Elle met en place deux boucles de régulations
dites courte et longue, représentées Figure 3, mettant chacune en jeu un rétrocontréle négatif.

Figure 3 : Régulation de la sécrétion de cortisol par I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien

(Feldman et al., 2015)
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Comme vu précédemment, I'’hypothalamus synthétise de la CRH qui est libérée via le
systeme porte hypothalamo-hypophysaire et stimule la sécrétion d’ACTH par la pars distalis de
I'adénohypophyse. L’ACTH, quant a elle, a pour cible les zones fasciculée et réticulées du cortex

surrénalien, stimulant la sécrétion de glucocorticoides.
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La cortisolémie augmente dans les minutes suivant 'augmentation de la concentration
d’ACTH plasmatique. De plus, ’ACTH inhibe, par rétrocontrole négatif, la sécrétion de CRH par
I'hypothalamus : c’est la boucle courte de régulation. Les sécrétions de CRH et d’ACTH sont
pulsatiles, mais aucun cycle circadien n’a été mis en évidence chez le chien.

Le cortisol exerce a son tour un rétrocontréle négatif sur I'’hypothalamus et sur
I'hnypophyse, inhibant les sécrétions de CRH et ’ACTH : c’est la boucle longue de régulation.

Par ailleurs, des stress de natures variées peuvent étre a l'origine d’'une stimulation
directe ou indirecte (en stimulant la sécrétion d’ACTH) de la sécrétion de cortisol : douleur,
traumatisme, hypoxie, hypoglycémie etc. Les médiateurs de l'inflammation (IL-1 (interleukine-
1), IL-6 (interleukine-6), TNF- a (tumor necrosis factor alpha)) peuvent quant a eux stimuler la
sécrétion d’ACTH directement ou indirectement (en stimulant la sécrétion de CRH par
I'hnypothalamus) et donc, in fine, activent la sécrétion de cortisol (Feldman et al., 2015).

Il. La maladie de Cushing : un hypercorticisme ACTH-dépendant

Le « syndrome de Cushing », ou hypercorticisme, est un ensemble de signes cliniques
causés par une imprégnation excessive et chronique de I'organisme par le cortisol. La maladie
de Cushing (ou hypercorticisme ACTH-dépendant) est la principale cause a l'origine de ce
syndrome.

A. Rappels sur les difféerentes causes de I’hypercorticisme

La maladie de Cushing est causée par I'existence d’'une tumeur hypophysaire, a I'origine
d’'une sécrétion excessive et dérégulée d’ACTH et donc, in fine, de cortisol. Cette forme
représente 80 a 85% des cas d’hypercorticisme chez le chien. On parle également de syndrome
de Cushing ou dhypercorticisme central, hypophysaire ou encore ACTH-dépendant
(Ettinger et al., 2017). Dans la suite de ce travail de these, nous nous limiterons aux termes
« maladie de Cushing » ou « hypercorticisme ACTH-dépendant ». Toutes les informations qui
suivront concerneront quasi-exclusivement cette entité pathologique.

L’hypercorticisme peut également étre causé par une tumeur d’une glande surrénale, le
plus souvent unilatérale, a I'origine d’une sécrétion excessive et autonome de cortisol (15— 20%
des cas d’hypercorticisme). Dans ce cas, le cortisol exerce un rétrocontrdle négatif responsable
de l'effondrement des concentrations de CRH et d’ACTH circulant et donc de l'atrophie de la
glande surrénale controlatérale. Des adénomes ou adénocarcinomes sont possibles dans des
proportions quasiment semblables. On parle également de syndrome de Cushing ou
d’hypercorticisme périphérique, surrénalien ou encore ACTH-indépendant (Labelle et al., 2004).
Dans la suite de ce travail, nous parlerons uniqguement d’hypercorticisme ACTH-indépendant.

Ces différentes origines sont schématisées Figure 4.
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Figure 4 : Schéma simplifié de I’hypercorticisme ACTH-dépendant (a gauche) et indépendant (a droite)
(Ettinger et al., 2017)
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Enfin, 'hypercorticisme peut également étre d’origine iatrogéne suite a I'administration de
corticoides, a des doses, fréquences ou durées inadaptées. On parle alors de syndrome de
Cushing ou d’hypercorticisme iatrogéne.

B. Etiologie et pathogénie de la maladie de Cushing

La maladie de Cushing est provoquée par la présence d’'une tumeur hypophysaire
sécrétant de TACTH de maniere dérégulée. Chez I'individu sain, cette sécrétion est épisodique.
Chez le chien atteint de maladie de Cushing, la sécrétion d’ACTH est excessivement augmentée
en fréguence et en amplitude, et aboutit a une hyperplasie surrénalienne le plus souvent
bilatérale associée a une sécrétion excessive de cortisol (Feldman et al., 2015).

Les tumeurs hypophysaires sont classées en adénomes (majoritaires), adénomes invasifs
(avec infiltration locale des tissus adjacents) ou plus rarement adénocarcinomes (avec présence
de métastases). De simples hyperplasies ont également été décrites, bien que les preuves
manquent sur le sujet (Ettinger et al., 2017). Dans une étude datant de 2010 incluant des chiens
ayant une tumeur hypophysaire, 60% des chiens présentaient un adénome, 34% présentaient
un adénome invasif et seulement 6% présentaient un adénocarcinome (Pollard et al., 2010). I
est trés rarement possible d’observer deux processus conjointement : présence de deux
adénomes hypophysaires ou association entre une tumeur et une hyperplasie, par exemple
(Feldman et al., 2015).

Par ailleurs, les tumeurs hypophysaires sont traditionnellement divisées en microadénome
(avec un diametre inférieur a 10 mm) ou macroadénome (avec un diamétre supérieur a 10 mm)
(Théon et Feldman, 1998a). Néanmoins, cette classification, transposée de la médecine
humaine, ne prend pas en considération les variations liées au format de I'animal.
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C’est pourquoi un nouvel outil a plus récemment été introduit et permet de prendre en
compte ces variations individuelles : le rapport P/B (pituitary height/brain area) qui correspond
a la hauteur de I'hypophyse sur l'aire de I'encéphale. Ainsi, on parle de microadénome si le
rapport P/B est inférieur a 0,40 x 10-2mm-! et de macroadénome si le rapport P/B supérieur ou
égale a 0,40 x 102 mm* (Granger et al., 2005). Les macroadénomes concernent entre 10 et
30% des chiens atteints d’hypercorticisme ACTH-dépendant (Sarfaty et al., 1988 ; Nelson et al.,
1989). Enfin, il semblerait que la taille de la tumeur soit positivement corrélée au degré de
résistance au rétro-contrdle négatif par les glucocorticoides (Ettinger et al., 2017). Cela
s’explique probablement par la moindre différenciation des macroadénomes hypophysaires
exprimant moins de récepteurs aux glucorticoides.

Les tumeurs hypophysaires peuvent provenir de la pars distalis (70%) ou de la pars
intermedia (30%). La distinction entre les deux n’est pas aisée. Néanmoins, lors de tumeur de
la pars distalis, le tissu néoplasique est fréequemment a l'origine d’'une compression du tissu
sain, ou bien le remplace intégralement, rendant la distinction entre les deux quasi-impossible
alors que lors de tumeur de la pars intermedia, la pars distalis demeure facilement identifiable.
Les tumeurs de la pars intermedia étant généralement plus grandes que les tumeurs de la pars
distalis, elles seraient également plus résistantes au rétro-contrble négatif par les
glucocorticoides.

Il existe deux théories expliquant la genése des tumeurs hypophysaires. La premiére serait
une sécrétion hypothalamique excessive de CRH, qui, par stimulation, serait a l'origine de la
mutation somatique de cellules hyperplasiques hypophysaires et donc de la formation d’'un
adénome. La deuxiéme théorie serait une mutation somatique primaire d’'une cellule
corticotrope, a l'origine de sa multiplication et d’'une expansion monoclonale. Plusieurs éléments
sont en faveur de la deuxieme théorie, comme par exemple le fait que la concentration en CRH
plasmatique est significativement plus faible chez les chiens atteints d’hypercorticisme
hypophysaire que chez les chiens sains (Van Wik et al., 1992) ou que 77% des chiens ne
présentent pas de récidive aprés avoir eu une hypophysectomie (Hanson et al., 2007).

Le caractére oncogénique de différents gene a été étudié. Il a été montré que chez les
chiens avec un adénome de la pars distalis, les quantités dARN messager de la POMC (pro-
opiomélanocortine), du CRHR1 (corticotropin-releasing hormone receptor 1), et de la 113-HSD2
(11-béta-hydroxystéroide déshydrogénase 2) étaient significativement plus élevées que chez
les chiens sains, montrant une expression anormalement augmentée de ces genes, alors que
les quantités d’ARN messager de la 113-HSD1 (11-béta-hydroxystéroide déshydrogénase 1) et
du MR (mineralocorticoid receptor) étaient significativement plus faibles. Il n’y avait pas de
différence significative pour le GR (glucocorticoid receptor). Il semblerait qu’une forte expression
du gene de la 11B3-HSD2 associées a une faible expression du gene de la 113-HSD1 serait a
I'origine d’une inactivation du cortisol au sein des cellules tumorales, ce qui pourrait expliquer,
en partie du moins, I'absence de sensibilité des adénomes hypophysaires au rétro-controle
négatif par les glucocorticoides (Teshima et al., 2009).
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C. Epidémiologie descriptive

Indépendamment de l'origine, la prévalence de I'hypercorticisme varie de 0,20 a 0,28%
(O’Neill et al., 2016 ; Carotenuto et al., 2019). Comme vu précédemment, I'hypercorticisme
secondaire a une tumeur hypophysaire représente 80 a 85% des cas (Feldman, 1983a ;
Feldman, 1983b).

La maladie de Cushing touche principalement les chiens d’age moyen a agé. En effet,
89% d’entre eux ont plus de 6 ans, et 75% ont plus de 9 ans (Ling et al., 1979 ; Gallelli et al.,
2010). Toutes les races de chiens peuvent étre touchées. Néanmoins, les races de petites tailles
semblent davantage représentées : Teckel, Bichon, Cavalier King Charles, Yorkshire Terrier,
Caniche, Jack Russel Terrier, Fox terrier (Ling et al., 1979 ; O’'Neill et al., 2016 ; Carotenuto et
al., 2019). En effet, 75% des chiens atteints d’hypercorticisme hypophysaire pésent moins de
20 kg. Par allleurs, la prévalence est identique chez les chiens de race pure ou chez les chiens
croisés. (Bellumori et al., 2013). Enfin, la maladie de Cushing peut toucher les males et les
femelles. L’existence d’une prédisposition liée au sexe est controversée. En effet, dans les
études publiées, les femelles représentent 58 a 75% des cas dhypercorticisme,
indépendamment de la cause (Bennaim et al., 2019a). De récentes études ont montré la
possible existence d’une prédisposition chez les femelles, notamment stérilisées
(Hoffman et al., 2018 ; Carotenuto et al., 2019), mais d’autres études avaient quant a elles
montré qu’il n'existait pas de différence significative entre nombre de méles et de femelles
touchés (Ling et al., 1979 ; O’Neill et al., 2016).

D. Présentation clinique

L’ensemble des signes cliniques sont la conséquence des effets néoglucogénique,
immuno-suppresseur, catabolisant protéique et lipolytique du cortisol. lIs ne permettent pas de
s ’'orienter vers une atteinte hypophysaire ou surrénalienne hormis la présence de signes
nerveux potentiellement retrouvés lors de macroadénome hypophysaire.

1. Signes cliniques fréequemment observeés

Présente dans 82 a 91% des cas d’hypercorticisme, la polyurie-polydipsie est le signe
clinique le plus fréquemment observé chez le chien (Ling et al., 1979 ; Peterson, 1984 ; Reusch
et Feldman, 1991 ; Bennaim et al., 2019b).

Bien que sa pathogénie ne soit encore entierement élucidée, il semblerait qu’elle soit
due, d'une part, a une augmentation du débit de filtration glomérulaire secondaire a
I'hypertension artérielle systémique, et d’autre part, a une diminution cortico-induite de la
sécrétion d’ADH et de la sensibilité rénale a ’ADH (a I'origine d’une diminution de la réabsorption
tubulaire d’eau). Lors de tumeur hypophysaire, la PUPD peut étre due a un diabéte insipide
secondaire a la compression de la neurohypophyse. Une augmentation de la diurése osmotique
peut également étre présente chez les chiens ayant développé un diabéte sucré
secondairement a I'’hypercorticisme (Bennaim et al., 2019a).
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La polyurie est fréequemment compliquée d’infection du tractus urinaire (ITU). En effet,
celle-ci est favorisée par I'effet immunosuppresseur des glucocorticoides, la diminution de la
densité urinaire et la rétention urinaire (surtout chez les chiens d’intérieur). Néanmoins, les
signes cliniques d’ITU (tels que I'hnématurie, la pollakiurie ou la strangurie) sont frequemment
masqués par 'action anti-inflammatoire des corticoides. La distension vésicale causée par la
polyurie peut aussi étre a l'origine d’'une hypotonie vésicale et donc d’'une incontinence par
défaut de vidange (surtout observée lorsque I'animal dort).

Une polyphagie est décrite chez 46 a 57% des chiens atteints d’hypercorticisme. Elle est
la conséquence d’un effet direct des corticoides (Feldman et al., 2015 ; Bennaim et al., 2019a).
Néanmoins, celle-ci peut étre exacerbée par la présence d'un diabéte sucré secondaire
(Miceli et al., 2017).

Une distension abdominale, illustrée par la Figure 5, est fréquemment présente (67 a
73%), avec une forme particuliére en « ventre de batracien » ou « abdomen pendulaire ». Elle
est la conséquence de I'effet combiné de I'hépatomégalie (présente dans 50 a 67% des cas et
due a la surcharge glycogénique), de la faiblesse musculaire, de la possible accumulation de
graisse intra-abdominale et de la distension vésicale causée par la polyurie
(Feldman et al., 2015 ; Bennaim et al., 2019a).

Figure 5 : Distension abdominale chez un chien bouledogue frangais atteint d’hypercorticisme
ACTH-dépendant (Ettinger et al., 2017)

La faiblesse musculaire est la conséquence du catabolisme protéique cortico-induit. Elle
peut étre a l'origine d’'une légére intolérance a l'effort (comme une difficulté a monter les
escaliers ou dans la voiture). Plus rarement, elle se manifeste par une difficulté a se lever ou se
tenir debout(Feldman et al., 2015).
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L’hypercorticisme est fréequemment (31 a 86% des cas) accompagné d’'une hypertension
artérielle systémique légere a modérée, dont les conséquences cliniques sont rarement
observées. Elle est la conséquence notamment d'une stimulation du systéme rénine-
angiotensine-aldostérone, mais sa pathogénie est multifactorielle et non entiérement élucidée
(Ortega et al., 1996 ; Goy-Thollot et al., 2002 ; Lien et al., 2010 ; Smets et al., 2012 ; Arenas et
al., 2013).

2. Signes cutanés

Les signes cutanés sont trés fréquents chez les chient atteints de la maladie de Cushing.
Dans une étude qui portait sur 60 chiens atteints d’hypercorticisme et qui présentaient une
atteinte cutanée, les signes décrits étaient une alopécie (80%), une pyodermite (57%), une
hyperpigmentation diffuse ou locale (43%), un prurit (25%), une peau anormalement fine (12%),
des comédons (5%) ou une calcinose cutanée (2%) (White et al., 1989).

L’alopécie (signe cutané le plus fréquent), est décrite comme tronculaire, bilatérale et
symétrique. Elle est la conséquence d’une atrophie des follicules pileux causée par la sécrétion
excessive chronique de cortisol (Bennaim et al., 2019a).

L’amincissement cutané est di a l'inhibition de la prolifération des fibroblastes et de la
synthése de collagéne par les glucocorticoides (Behrend et al., 2013). L'inhibition de la synthése
du collagéne peut également étre a l'origine d’'une fragilisation de la paroi des vaisseaux
sanguins et donc de la formation abusive d’ecchymoses (suite a une ponction veineuse ou un
léger traumatisme) (Feldman et al., 2015).

La pathogénie de I'hyperpigmentation n’est pas clairement élucidée. Histologiquement,
elle se caractérise par une augmentation du nombre de mélanocytes. Bien qu’'une augmentation
de la sécrétion d’a-MSH (alpha-melanocyte-stimulating hormone) serait impliquée dans le cadre
d’'une tumeur hypophysaire, il ne peut s’agir du seul processus en cause car I’hyperpigmentation
est également rapportée chez des chiens atteints d’hypercorticisme ACTH-indépendant
(Feldman et al., 2015).

La présence de pyodermites est la conséquence de I'amincissement cutané, couplé a
I'effet immunosuppresseur des corticoides. De plus, bien que I'association n’ait pas clairement
été établie, il est possible d’observer une démodécie chez 10% des chiens atteints
d’hypercorticisme (White et al., 1989 ; Zur et White, 2011).

La calcinose cutanée, illustrée Figure 6, est trés rare mais trés spécifique d’un
hypercorticisme. Elle est la conségquence des effets néoglucogénique et catabolisant protéique
du cortisol, a l'origine d’un réarrangement des structures protéiques en une matrice piégeant le
calcium, qui se dépose en plaques cutanées et/ou sous-cutanées, majoritairement en région
temporale, sur la ligne médiane dorsale, sur I'encolure, en région inguinale ou encore sur
'abdomen. Bien qu’elle ait longtemps été considérée comme pathognomonique d’un
hypercorticisme, elle a également été décrite dans le cadre de dermatites fongiques, d’'un
traitement pour I'hypoparathyroidisme, d'une insuffisance rénale ou encore de fagon
idiopathique (Doerr et al., 2013).
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Figure 6 : Calcinose cutanée sévére chez un chien atteint d’hypercorticisme (Ettinger et al., 2017)

3. Signes respiratoires

Il est possible d’observer une tachypnée et/ou une dyspnée, secondairement aux effets
combinés de la faiblesse des muscles respiratoires, de 'augmentation de pression abdominale
(par I'népatomégalie et I'accumulation de graisse intra-abdominale) et de la baisse de
compliance pulmonaire causée par une minéralisation péri-bronchique et interstitielle
(Berry et al., 1994 ; Schwarz et al., 2000). En effet, 90% des chiens atteints d’hypercorticisme
présentent une concentration élevée en PTH (parathyroid hormone) pouvant, rarement, étre a
I'origine de calcifications ectopiques intéressant les anneaux trachéaux, la paroi des bronches
(mais aussi les reins et la paroi des gros vaisseaux sanguins) (Ramsey et al., 2005).

La thrombo-embolie pulmonaire est une complication également rare mais possible de
I'hypercorticisme. En effet, ce dernier est responsable dun état d’hypercoagulabilité
(notamment par perte rénale d’anti-thrombine Ill). Lors de thrombo-embolie pulmonaire, I'animal
est présenté en détresse respiratoire.
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4. Signes cliniques rares

Rarement, il est possible d’observer une laxité ligamentaire anormale, pouvant étre a
I'origine d’une plantigradie, comme illustrée sur la Figure 7, d’une difficulté a la locomotion, voire
d’une boiterie.

Figure 7 : Plantigradie causée par une laxité ligamentaire sévére chez un chien atteint
d’hypercorticisme ACTH-dépendant (Ettinger et al., 2017)

Des paralysies faciales unilatérales ou bilatérales ont également été rapportées, mais
I'association avec I'hypercorticisme n’a pas encore été prouvée (Behrend et al., 2013).

Il est également rarement possible d’observer une pseudomyotonie (dite de Cushing),
caractérisée par une contraction musculaire active persistante malgré I'arrét d’'un mouvement
volontaire. Elle est illustrée par la Figure 8. |l s’agit d’'une complication irréversible, touchant
principalement les muscles quadriceps. L'animal a alors une démarche trés raide des membres
postérieurs (Swinney et al., 1998).

De la méme facon, une association entre I'’hypercorticisme et le syndrome de la « rétine
silencieuse », ou SARD (sudden acquired retinal degeneration), a été suggérée mais n’'a pas
encore été établie (Cabrera Blatter et al., 2012). Celle-ci pourrait étre la conséquence de
'augmentation de la triglycéridémie (secondaire a une lipolyse cortico-induite) et/ou a des
changements dans la vascularisation rétinienne. Lors de macroadénome hypophysaire, il est
eégalement possible d’'observer une cécité par compression du chiasma optique, mais cela reste
tres rare (Seruca et al., 2010).
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Une atrophie testiculaire chez le male et un ancestrus pathologique chez la femelle
peuvent étre observés, secondaires au rétro-contrdle négatif par les glucocorticoides sur la
production de LH et de FSH par I'hnypophyse (Ettinger et al., 2017).

Lors de macroadénome hypophysaire, il est possible d'observer des signes
neurologiques, mais dans 10 a 25% des cas, ils apparaissent des mois voire des années apres
que le diagnostic d’hypercorticisme ait été établi. Le signe le plus fréquemment décrit est une
léthargie, mais il est également possible d’observer une baisse de I'appétit, voire une anorexie,
de la stupeur, un état d’errance, une ataxie, une marche en cercle, de I'épilepsie ou des
changements de comportement (Behrend et al., 2013).

Tous ces signes sont peu communs, mais leur présence peut venir renforcer une
suspicion cliniqgue de maladie Cushing.

Figure 8 : Alopécie tronculaire bilatérale symétrique et pseudomyotonie chez un chien atteint
d’hypercorticisme (Ettinger et al., 2017)
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E. Démarche diagnhostique face a une suspicion
d’hypercorticisme

1. Les examens d’orientation
1.1 Les anomalies de la numération formule sanguine

Les animaux atteints d’hypercorticisme présentent fréequemment une formule dite « de
stress », qui associe les anomalies suivantes: leucocytose, neutrophilie, monocytose,
éosinopénie et lymphopénie. La lymphopénie, présente dans 14 a 79,4% des cas, est due a
une lympholyse cortico-induite. La monocytose (présente dans environ 30% des cas) et la
neutrophilie sont dues a une démargination capillaire, c’est-a-dire un recrutement des
leucocytes adhérents aux parois des vaisseaux (= pool marginé) sous l'effet des corticoides.
L’éosinopénie, présente dans 54 a 81,2% des cas, est due a une séquestration médullaire.

Enfin, il n’est pas rare d’observer une thombocytose, présente dans 37,7% a 78,6% des
cas, et, moins fréquemment, une érythrocytose, dans 9,5 a 17% des cas, toutes deux
secondaires a une stimulation directe de la moelle osseuse par les corticoides. De plus,
'augmentation du nombre de globules rouges circulants permet la compensation de I’hypoxie
secondaire a I'hypoventilation (favorisée par la faiblesse des muscles respiratoires, la surcharge
pondérale et/ou la présence d’'une thrombo-embolie pulmonaire) ou secondaire a I’hypovolémie
(favorisée par la polyurie) (Behrend et al., 2013 ; Feldman et al., 2015 ; Bennaim et al., 2019a).

1.2 Les anomalies biochimiques
1.2.1 Les anomalies des parametres hépatiques

L’augmentation de [lactivité enzymatique des PAL (phosphatases alcalines) est
'anomalie biochimique la plus fréquemment rencontrée (76% a 100% des cas
d’hypercorticisme), avec une élévation souvent trés marquée (plus 10 fois la valeur supérieure
de l'intervalle de référence) (Bennaim et al., 2019a). Celle-ci peut étre la conséquence de la
surcharge glycogénique, mais aussi, dans 50% des cas, due a une production par les
hépatocytes cortico-induite (phénoméne unique chez le chien) (Kidney et Jackson, 1988).
Néanmoins, la faible spécificité de cette mesure ne peut en faire un test de certitude, et elle ne

permet que d’orienter le diagnostic (Solter et al., 1993).

L’augmentation de l'activité enzymatique des ALAT (alanine aminotransférase) est
également rencontrée dans 80 a 95% des cas, mais celle-ci se veut |égére ou modérée. Elle est
secondaire aux multiples Iésions hépatocytaires (ischémie, surcharge glycogénique, nécrose)
(Behrend et al., 2013 ; Bennaim et al., 2019a).

Les concentrations d’acides biliaires plasmatiques pré et post-prandiaux sont
augmentées respectivement dans 11,8 et 37,5% des <cas dhypercorticisme
(Bennaim et al., 2019b).
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1.2.2 Les anomalies de la glycémie et I'insulinémie

Une hyperglycémie modérée est présente dans 20 a 57% des cas, associée a une
hyperinsulinémie modérée (Bennaim et al.,, 2019a). En effet, les glucocorticoides, étant
antagonistes de l'insuline, sont a 'origine d’'une augmentation de la néoglucogénése hépatique
et d’'une baisse de la translocation intracellulaire du glucose. Ce phénoméne peut étre a I'origine
d’un diabéte sucré secondaire a I'hypercorticisme (Feldman et al., 2015).

1.2.3 Les anomalies de la lipémie

Par ailleurs, il est fréquent d’observer une hypercholestérolémie secondaire a une
lipolyse cortico-induite, et présente dans 73 a 90% des cas (Bennaim et al., 2019a). Une
hypertriglycéridémie est également présente dans plus de 50% des cas (Ettinger et al., 2017).

1.2.4 Les anomalies de la lipase pancréatique

Il est également possible d'observer une augmentation de la lipase spécifique
pancréatique, présente dans 25 a 35% des cas d’hypercorticisme (Mawby et al., 2014).
Néanmoins, I'association entre hypercorticisme et pancréatite est aujourd’hui sujet de
controverse.

1.2.5 Les autres anomalies

Les chiens atteints d’hypercorticisme présentent une baisse de I'urémie dans 34 a 76%
des cas. Celle-ci est la conséquence d’'une augmentation de la clairance rénale secondaire a la
polyurie (Behrend et al., 2013).

1.3 Les anomalies du ionogramme

Anciennement, une hypophosphatémie était rapportée chez un tiers des chiens atteints
d’hypercorticisme (Peterson et al., 1984), due a une augmentation de I'excrétion urinaire
cortico-induite (Roberts et Pitts, 1953). Néanmoins, dans une étude prospective publiée en 2020
portant sur 22 chiens avec un syndrome de Cushing, 22% des chiens avec un hypercorticisme
spontané présentaient une hyperphosphatémie, dont la pathogénie n’est pas entierement
élucidée (Corsini et al., 2021). Par ailleurs, de discrétes hypernatrémie, hypochlorémie ou
hypokaliémie peuvent étre observées (Ling et al., 1979).

1.4 Les anomalies de I'analyse urinaire

Les animaux atteints d’hypercorticisme présentent fréquemment une baisse de la densité
urinaire secondaire a la polyurie, avec une densité urinaire inférieure a 1,015 dans 60% des cas
(Ling et al., 1979).

Une protéinurie est également fréquemment observée (62 a 80% des cas)
(Bennaim et al., 2019a). Néanmoins, celle-ci n’est pas toujours détectable a la bandelette
urinaire, et la mesure du RPCU (rapport protéines urinaires/créatinine urinaire) est alors
preférée. En effet, 70% des animaux atteints d’hypercorticisme ont un RPCU supérieur a 0,5 au
moment du diagnostic (et 45% ont un RPCU supérieur a 1).
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Il a été également montré que le RPCU était significativement plus élevé chez les chiens
avec un hypercorticisme surrénalien que chez les chiens avec un hypercorticisme d’origine
hypophysaire (Ortega et al., 1996 ; Mazzi et al., 2008). Bien que la pathogénie ne soit
entierement élucidée, il semblerait que la protéinurie soit la conséquence d'une
glomérulosclérose secondaire a I'hypertension artérielle (Feldman et al., 2015).

Par ailleurs, I'effet immunosuppresseur des glucocorticoides favorise les ITU. En effet,
une étude a montré que 46% des chiens atteints d’hypercorticisme présentaient une ITU au
moment du diagnostic, avec une prédominance d’infection a Escherichia coli. Néanmoins, parmi
ces individus, moins de 5% présentaient des signes cliniques évocateurs tels qu'une strangurie,
une pollakiurie ou un changement de couleur des urines, probablement grace a I'action anti-
inflammatoire des glucocorticoides. Ainsi, chez un chien chez qui l'on suspecte un
hypercorticisme, il convient de réaliser une culture d’'urine méme en l'absence de troubles
urinaires (Forrester et al., 1999).

Enfin, 8% des animaux présentent une glucosurie, possiblement due a un diabéete sucré
secondaire a I'hypercorticisme (Ling et al., 1979 ; Bennaim et al., 2019b).

2. Les examens de confirmation
2.1 Lamesure du RCCU : un test d’exclusion

Plusieurs travaux ont pu montrer que le rapport cortisol urinaire sur créatinine urinaire
mesuré sur un prélevement unique est le reflet des variations de la cortisolémie sur plusieurs
heures, et permet ainsi de s’affranchir des fluctuations de la cortisolémie. Une étude datant de
1990 a démontré un lien de corrélation linéaire (Figure 9) entre le rapport cortisol urinaire sur
créatinine urinaire et la concentration urinaire en cortisol sur un prélévement urinaire ponctuel
(Jones et al., 1990).

Figure 9 : Régression linéaire entre le rapport cortisol/créatinine urinaire et la concentration
urinaire en cortisol (Jones et al.,1990)
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En 1993, Smiley et Peterson démontrent par une étude prospective que le RCCU
(rapport cortisol urinaire/créatinine urinaire) est significativement plus élevé chez les chiens
connus comme atteints d’hypercorticisme que chez les chiens sains (Smiley et Peterson, 1993).

En 1996, une premiere étude rétrospective utilisant des courbes ROC (Receiver
Operating Characteristic) a permis d’établir la valeur seuil de 60 x 106, associée a une sensibilité
de 100% et une spécificité de 85% (Jensen et al., 1997).

De méme, dans la plus récente étude datant de 2010, Zeugswetter a montré, grace a
des courbes ROC, que I'utilisation d’une valeur seuil a 26,5 x 106 était associée a une sensibilité
de 100% et une spécificité de seulement 54% (Zeugswetter et al., 2010).

Ainsi, le RCCU présente une excellente sensibilité, associée a une spécificité
extrémement variable en fonction des seuils et des méthodes d’analyse utilisées. Il en résulte
que la valeur prédictive négative de ce test est tres forte, alors que la valeur prédictive positive
est faible. Ces données en font un test d’exclusion de choix, lorsque la suspicion clinique est
faible. Si le résultat du test est positif, il conviendra de réaliser d’autres tests, avec une meilleure
spécificité, pour confirmer ou infirmer d’un hypercorticisme.

Afin de limiter l'influence du stress sur la valeur RCCU, I'urine doit étre préférentiellement
collectée par le propriétaire, a distance (minimum deux jours) d’une visite chez le vétérinaire ou
d’'une hospitalisation (Vonderen et al., 1998). L'urine doit alors étre conservée a 4°C jusqu’a
'acheminement au laboratoire.

2.2 Le test de stimulation de la cortisolémie par ’ACTH

Le principe de ce test repose sur 'administration d’ACTH a une dose supra-physiologique,
afin de stimuler les glandes surrénales et la sécrétion de cortisol. Lors d’hypercorticisme, on
s’attend a une réponse a la stimulation exacerbée et une sécrétion de cortisol trées augmentée
(Figure 10). A Tlinverse, il s’agit du test de choix pour le diagnostic lors d’hypercorticisme
iatrogéne. Dans ces cas, une absence de réponse a la stimulation par TACTH est observée. Il
s’agit également de l'examen de référence pour le suivi et I'adaptation du traitement
(Behrend et al., 2013).
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Figure 10 : Evolution de la cortisolémie avant et une heure aprés I’administration d’ACTH
(adrenocorticotropin hormone) (Ettinger et al., 2017)
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Le protocole couramment utilisé consiste en I'administration d’'un analogue de 'ACTH, la
cosyntropine ou la tétracosactide (polypeptides synthétisés contenant les 24 premiers acides
aminés de 'ACTH), a la dose de 5 pg/kg ou 250 ug/chien (Kerl et al., 1999). La cortisolémie est
alors mesurée juste avant l'injection, et une heure aprés (Behrend et al., 2013). La voie intra-
musculaire ou intra-veineuse peut étre utilisée indifféeremment (Behrend et al., 2006 ; Cohen et
Feldman, 2012). La valeur seuil dépend du laboratoire sollicité, mais se trouve généralement
entre 550 et 600 nmol/L (Bennaim et al., 2019a).

Toutes formes confondues, la sensibilité du test de stimulation a TACTH varie entre 57
et 93%. Chez les chiens atteints d’hypercorticisme ACTH-indépendant, la sensibilité varie entre
80 et 92%, alors qu’en cas d’atteinte surrénalienne, elle varie entre 0 et 63%. La spécificité du
test de stimulation a TACTH varie entre 59 et 95% selon les auteurs (Bennaim et al., 2019a).

L’étude la plus récente portait rétrospectivement sur 54 chiens référés au centre
hospitalier vétérinaire de 'université Koret pour suspicion d’hypercorticisme entre 2014 et 2018.
Dans cette étude, I'analyse de courbes ROC a montré qu'une valeur seuil de 550 nmol/L
(classiquement utilisée) était associée a une bonne sensibilité de 92% et une faible spécificité
de 61%, alors que l'usage d’'une valeur seuil 683 nmol/L étaient associées a une sensibilité
correcte de 86% et une bien meilleure spécificité a 94%. De plus, une cortisolémie post-
stimulation supérieure a 718 nmol/L était associée a une spécificité de 100% (Nivy et al., 2018).
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2.3Le test de freinage de la cortisolémie par la dexaméthasone dose
faible

Le test de freinage de la cortisolémie par la dexaméthasone a dose faible est considéré
comme le test de choix pour mettre en évidence un hypercorticisme. Il permet de mettre en
évidence une diminution ou une absence de sensibilité de I'axe corticotrope au rétrocontréle
négatif par les glucocorticoides.

En effet, chez le sujet sain, 'administration de dexaméthasone entraine un rétrocontrole
négatif sur ’hypothalamus, a 'origine d’'une diminution des concentrations de CRH circulant, sur
I'hypophyse, a l'origine d’'une diminution de la sécrétion d’ACTH, et sur le cortex surrénalien lui-
méme. Tous ces éléments concourent, in fine, & un effondrement durable de la cortisolémie.
Cet effondrement, ou « freinage », disparait chez I'individu atteint d’hypercorticisme.

Lors d’hypercorticisme ACTH-dépendant, I'absence de freinage s’explique par la
sécrétion autonome d’ACTH par I'hypophyse qui est alors peu sensible au rétrocontrdle négatif
par la dexaméthasone. Lorsqu’une masse surrénalienne est présente, la sécrétion autonome
de cortisol explique I'absence de freinage, bien que I'hypothalamus et 'hypophyse demeurent
sensibles au rétrocontrdle négatif par la dexaméthasone (Feldman et al. 2015 ; Ettinger et al.,
2017).

Le principe du test repose sur une mesure de la cortisolémie basale, suivie de
'administration de dexaméthasone polyéthyléne glycol (5 mg/kg par voie intra-veineuse ou
intra-musculaire) ou de dexaméthasone sodium phosphate (0,01 mg/kg par voie intra-veineuse)
et de nouvelles mesures de la cortisolémie 4h aprés [linjection puis 8h aprés
(Ettinger et al., 2017). La valeur seuil dépend du laboratoire sollicité, mais se situe généralement
entre 1 et 1,5 pg/dL (ou 30 et 45 nmol/L).

Une cortisolémie a 8h post-injection au-dela de la valeur seuil est alors en faveur d’'un
hypercorticisme (Feldman et al., 2015). Le test peut étre réalisé a n'importe quel moment de la
journée. En effet, bien que le chien présente une excrétion de cortisol pulsatile, celle-ci ne
respecte pas un cycle circadien (Kemppainen et Sartin, 1984). |l est préférable de réaliser le
test dans les conditions les moins stressantes possibles. Aussi, certains corticoides peuvent
interférer avec le dosage du cortisol (notamment la prednisolone, la prednisone, la
methylprednisolone, la fludrocortisone, la cortisone ou I'hydrocortisone), ce pourquoi il est
conseillé d’espacer le test de 24h apreés la derniere administration de corticoides.

Selon les auteurs, la sensibilité varie de 85% a 100% alors que la spécificité varie de 44
a 73%. Ainsi, il convient de réaliser ce test seulement en cas de suspicion clinique forte, afin
d’en valoriser la valeur prédictive positive (Behrend et al., 2013).

Dans la plus récente étude, publiée en 2018, la sensibilité et la spécificité du test de
freinage a la dexaméthasone dose faible étaient respectivement de 96,6% et 67,2%, en accord
avec les résultats précédemment démontrés (Bennaim et al., 2018). Dans cette étude, chaque
individu recevait 0,015 kg/kg de dexaméthasone par voie intra-veineuse, et la cortisolémie était
mesureée juste avant I'injection, puis 3h ou 4h et 8h aprés I'injection.
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Similairement aux études précédentes, le résultat était considéré positif (soit une
absence de freinage) si la cortisolémie a 3h ou & 8h était supérieure a 1ug/dL (= 23 nmol/L).
Ainsi, la VPP (valeur prédictive positive) était de 73,1%.

Pour aller plus loin, les animaux ayant présenté un résultat positif ont été divisés en
sous-groupes en fonction de l'allure de I'évolution de la cortisolémie (absence totale de freinage,
échappement, évolution inverse, freinage partiel). Parmi eux, un groupe s’est révélé
particulierement pertinent : celui des animaux ayant, a 3h et 8h, une cortisolémie supérieure a
1pg/kg et supérieure a 50% de la cortisolémie basale. La VPP était alors augmentée a 93,9%.
De plus, il s’agissait du sous-groupe prédominant (54% des animaux ayant eu un résultat
positif).

Par ailleurs, contrairement aux études plus anciennes, les animaux ayant présenté
réponse « inversée » (cortisolémie supérieure a 1 pg/kg a 3h post-injection et inférieure a 1
ug/kg a 8h post-injection) étaient, ici, considérés comme positifs. En effet, bien que I'origine n’en
ait pas encore clairement été élucidée, sa pertinence clinique a été explorée a 'occasion d’'une
étude au sein de laquelle 5 chiens identifiés comme atteints d’'un hypercorticisme ACTH
indépendant présentaient cette réponse inversée (Mueller et al., 2006). Néanmoins, dans
'étude de Bennaim, la VPP pour cette réponse inversée n’était que de 40%
(Bennaim et al., 2018).

2.4 Le test de freinage a la dexaméthasone dose faible combiné a la
mesure du RCCU

Un autre test, couplant le test de freinage a la dexaméthasone a la mesure du RCCU, a
été étudié. En effet, le principe du test de freinage est le méme que vu précédemment, mais la
cortisolémie n’est pas mesurée directement par dosage dans le plasma mais évaluée
indirectement par le RCCU. De plus, la dexaméthasone n’est pas administrée par voie intra-
veineuse mais par voie orale.

Dans I'étude ayant étudié la faisabilité d’un tel test, le protocole suivant a été proposé :
le propriétaire collectait les urines de son chien a 8h du matin, deux jours de suite, afin d’établir
le RCCU basal. Puis, aprés avoir collecté le deuxiéme échantillon, I'animal recevait de la
dexaméthasone par voie orale (différentes doses ont été comparées). Le chien devait étre
promené a 12h et 14h pour assurer la vidange de la vessie, puis un nouvel échantillon d'urines
était collecté a 16h (soit 8h aprés I'administration de la dexaméthasone) pour la seconde mesure
du RCCU. Les résultats de cette étude ont montré que, chez le chien sain, on observait un
RCCU < 10 x 10-% et une diminution de plus de 50 % de ce rapport a 8h, avec une dose de 0,01
mg/kg de dexaméthasone. Ces résultats montrent I'existence d'un freinage induit par
administration orale de dexaméthasone, et objectivable par la mesure du RCCU
(Vaessen et al., 2004).
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L’intérét d’un tel test serait de diminuer le nombre de faux positifs liés au stress, car sa
mise en ceuvre, assurée par le propriétaire, est moins invasive et ne nécessite pas
d’hospitalisation ambulatoire. De plus, il pourrait étre intéressant pour le suivi post-opératoire
des animaux ayant subi une hypophysectomie. Néanmoins, des études supplémentaires sont
nécessaires, notamment sur des chiens pour lesquels un hypercorticisme est suspecté.

3. L’établissement du diagnostic étiologique
3.1 Examens sanguins

3.1.1 Le test de freinage de la cortisolémie par la
dexameéthasone dose faible

Parfois, le test de freinage a la dexaméthasone permet de déterminer la nature de
I'hypercorticisme. En effet, 'observation d’un freinage a 4h ou d'un freinage relatif a 8h
(diminution d’au moins 50% de la cortisolémie basale) serait en faveur d’'un hypercorticisme
ACTH-dépendant.

Dans I'étude ayant permis de mettre en évidence I'existence de ce freinage transitoire
chez les animaux atteints d’hypercorticisme central, les critéres utilisés étaient une cortisolémie
a 4h inférieure a 1,4 pug/dL ou une cortisolémie a 4h inférieure a 50 % de la cortisolémie basale.
Environ 65 % des animaux qui présentaient un hypercorticisme ACTH-dépendant remplissaient
au moins un de ces criteres (Feldman et al., 1996).

3.1.2 Le test de freinage de la cortisolémie par la
dexaméthasone dose forte

Le principe de la mise en ceuvre est le méme que le test de freinage par la
dexaméthasone a dose faible, mais la dose employée est a minima dix fois supérieure. En effet,
lors de tumeur hypophysaire, cette derniére peut présenter une sensibilité partielle au
rétrocontrdle négatif par les corticoides. Comme vu précédemment, cette sensibilité varie avec
la taille de la tumeur, les plus grosses étant davantage résistantes au rétrocontréle négatif
(Kooistra et al.,, 1997). A linverse, les tumeurs surrénaliennes sont insensibles a ce
rétrocontr6le, indépendamment de la dose employée, car la sécrétion de cortisol est autonome.

La cortisolémie est mesurée avant, 4h et 8h aprés I'administration de 0,1 a 1 mg/kg de
dexaméthasone par voie intra-veineuse ou intra-musculaire. La dexaméthasone polyéthylene
glycol ou la dexaméthasone sodium phosphate peuvent étre utilisées indifféeremment. Si, la
cortisolémie est inférieure a 1,4 pg/dl (40 nmol/L) ou & 50% de la valeur de la cortisolémie
basale, & 4h ou 8h post-administration, on peut alors conclure a un syndrome de Cushing
d’origine hypophysaire (Feldman et al., 1996).

A Tlinverse, en l'absence de freinage, on ne peut conclure sur l'origine de
I'hypercorticisme. En effet, dans la plus grosse étude ayant évalué ce test, portant sur 181
chiens atteints d’hypercorticisme ACTH-dépendant et 35 chiens atteints d’hypercorticisme
ACTH-indépendant, environ 35% des chiens atteints d’hypercorticisme ACTH-dépendant ne
présentaient pas de critere de freinage au test de freinage a la dexaméthasone dose forte.
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Cette absence de sensibilité peut étre due a une tumeur hypophysaire de grande taille,
ou une tumeur originaire du lobe intermédiaire, qui n’est pas sensible au rétrocontréle négatif
par les glucocorticoides (Peterson et al., 1986 ; Peterson, 1987). Par ailleurs, tous les chiens
atteints d’hypercorticisme surrénalien présentaient une absence de freinage, ce qui permet
d’affirmer avec certitude 'origine hypophysaire lorsque qu’un freinage est observé.

Néanmoins, seulement 12% des chiens n’ayant pas présenté de freinage avec une dose
faible de dexaméthasone ont présenté un freinage avec une dose forte. Ce test apporte donc
rarement une information supplémentaire suite au freinage a dose faible, la plupart des chiens
présentant un freinage en ayant déja présenté un avec la dose faible. Ainsi, chez un chien atteint
d’hypercorticisme et qui n’a pas présenté de freinage a dose faible, il est préférable d’utiliser un
examen d’'imagerie ou le dosage de I'ACTH endogéne pour confirmer [étiologie
(Feldman et al., 1996).

3.1.3 Le test de freinage de la cortisolémie par la
dexaméthasone a dose forte combinée a la
mesure du RCCU

Reposant sur le méme principe que le test de freinage a la dexaméthasone dose faible
combiné a la mesure du RCCU vu précédemment, il est également possible de combiner un
test de freinage a la dexaméthasone dose forte et la mesure du RCCU. Le principe de la mise
en ceuvre est similaire. Le propriétaire collecte des urines trois matinées consécutives.

Aprés le deuxiéme prélévement, il administre de la dexaméthasone par voie orale, a la
dose de 0,1 mg/kg (soit a une dose dix fois supérieure), toutes les 8h jusqu’a atteindre trois
administrations. Dans 'étude ayant étudié cette combinaison de test, le critére retenu, inspiré
d’études réalisées en médecine humaine, et validé ici, pour conclure a une atteinte
hypophysaire était un RCCU sur le troisieme prélévement inférieur & 50 % du RCCU basal.
Ainsi, 28 % (31/111) des chiens qui présentaient un hypercorticisme ACTH-dépendant
remplissaient ce critére (Galac et al., 1997).

3.1.4 Dosage de ’ACTH endogéne

Le dosage de I'ACTH endogéne permet également de déterminer l'origine de
I'hypercorticisme. En effet, comme vu précédemment, TACTH est sécrétée de fagon pulsatile
par 'hypophyse. Lors d’hypercorticisme ACTH-dépendant, on s’attend a une concentration
d’ACTH normale a augmentée, alors que lors d’atteinte surrénalienne, la concentration d’ACTH
est effondrée en réponse au rétrocontréle négatif que le cortisol, sécrété de facon exacerbée,
exerce sur I'hypothalamus et sur I’hypophyse.

L’intérét de 'ACTH endogéne pour identifier I'origine de I'’hypercorticisme a d’abord été
démontré dans une étude prospective portant sur 29 individus en 2001. Tous les individus
étaient atteints d’'un hypercorticisme, dont le diagnostic étiologique avait été établi par
échographie abdominale. Tous les individus atteints d’hypercorticisme ACTH-dépendant
avaient une concentration en ACTH endogéene supérieure a 28 pg/ml.
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De plus, une concentration en ACTH endogéne inférieure a 5 pg/ml était associée a la
mise en évidence d’une masse surrénalienne avec une sensibilité de 95% et une spécificité de
100% (Gould et al., 2001).

Dans une étude rétrospective plus récente qui portait sur 109 chiens atteints
d’hypercorticisme (91 d’origine hypophysaire et 18 d’origine surrénalienne), on retrouve des
résultats similaires. En effet, une concentration en ACTH endogéne inférieure a 5 pg/ml était
associée a un hypercorticisme ACTH-indépendant avec des sensibilité et spécificité de 85-
100% et 97-100% respectivement (Rodriguez Pifieiro et al., 2009).

Néanmoins, compte-tenu du recouvrement important qui existe entre les valeurs de
concentration en ACTH endogéne chez les chiens avec un hypercorticisme ACTH-dépendant
et les valeurs chez les chiens sains, ce dosage ne s’avere utile qu’une fois que I'hypercorticisme
a été confirmé par un autre test (Hanson et al., 2006).

Cet examen est intéressant car il permet de mettre en évidence un hypercorticisme
ACTH-indépendant de facon quasi-certaine et que sa mise en ceuvre nécessite un unique
prélevement. Néanmoins, sa principale limite est la labilité de ’ACTH, qui est trés sensible a la
dégradation enzymatique dans le sang ou le plasma, pouvant conduire a une concentration
faussement diminuée. Pour s’en affranchir, il convient de prélever le sang sur un tube EDTA
(acide éthylenediaminetétraacétique) et de le centrifuger immédiatement et a froid.

Le plasma doit ensuite étre conservé dans un tube en plastique refroidi et congelé a
20°C (Hegstad et al., 1990) Il a été montré que I'ajout d’aprotinine, un inhibiteur des enzymes
protéolytiques, permettrait de prévenir la dégradation de 'ACTH (Kemppainen et al., 1994).

3.2 Examens d’imagerie médicale
3.2.1L’échographie abdominale

L’échographie abdominale, et plus particulierement des glandes surrénales, permet de
distinguer un hypercorticisme ACTH-dépendant d’un hypercorticisme ACTH-indépendant. Lors
d’'une atteinte hypophysaire, on peut observer une hypertrophie bilatérale et symétrique des
glandes surrénales secondaire a la stimulation par TACTH exacerbée. A linverse, dans le cas
d’une atteinte surrénalienne, 'échographie permet de mettre en évidence une hypertrophie de
la glande atteinte (comme sur la Figure 11) et une atrophie de la glande controlatérale.
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Figure 11 : Image échographique d’'une tumeur surrénalienne vue en coupe longitudinale
(Ettinger et al., 2017)

En effet, lors d’hypercorticisme ACTH-indépendant, des modifications de la forme et de
I'échogénicité de la glande surrénale touchée peuvent étre observées, associées a une glande
controlatérale d’aspect identique a une surrénale normale mais de taille diminuée. Néanmoins,
des cas de tumeurs bilatérales sont décrits. Ceux-ci représenteraient moins de 10% des cas
d’hypercorticisme périphérique (Hoerauf et Reusch, 1999). Cependant, I'échographie ne permet
pas de différencier une tumeur surrénalienne sécrétante d’'une tumeur non sécrétante, d’'un
phéochromocytome, d’'une lésion métastatique ou d’'un granulome (Feldman et al., 2015).

La distinction entre adénome et adénocarcinome n’est possible qu’aprés un examen
histologique de la masse. L’'observation de métastases, linfiltration de la veine cave caudale
(Figure 12) ou une épaisseur de la glande supérieure a 4 cm sont néanmoins tres évocateurs
d’'un processus malin (Behrend et al., 2013).

Figure 12 : Image échographique d’une infiltration de la veine cave caudale par une tumeur
surrénalienne (Ettinger et al., 2017)

Page 37



D’autre part, il a été démontré que I'aspect des glandes surrénales est significativement
différent entre les chiens atteints de maladie de Cushing et les chiens sains, comme illustré sur
la Figure 13. Chez les individus malades, on retrouve une adrénomégalie symétrique causee
par une hyperplasie diffuse. La forme des surrénales est conservée ou légerement arrondie, et
I'échogénicité est homogéne et plus faible que le cortex rénal adjacent (tout comme chez les
chiens sains). Néanmoins, la présence d’un ou plusieurs nodules, intéressant une ou les deux
surrénales, chez des chiens atteints d’hypercorticisme ACTH-dépendant a été décrite, mais ces
cas représenteraient moins de 5% des cas hypercorticisme central (Grooters et al., 1996). Aussi,
environ 25% des animaux atteints d’hypercorticisme ACTH-indépendant présentent des
glandes surrénales de taille normale (Choi et al., 2011).

Figure 13 : Images échographique d’une glande surrénale saine en coupe longitudinale (a
gauche) versus une glande surrénale hyperplasique chez un chien atteinte d’hypercorticisme
central (a droite) (Ettinger et al., 2017)

Habituellement, la glande surrénale était de taille augmentée lorsque son épaisseur de
était supérieure a 7,4 mm (Barthez et al., 1995). Néanmoins, il a été montré que I'épaisseur des
glandes surrénales varie selon I'age, le sexe et le gabarit de I'animal. Une étude a montré que
chez le chien de moins de 12 kg, I'épaisseur est inférieure a 6,2 mm, alors que chez le chien de
plus de 12 kg, I'épaisseur de la surrénale est en dega de 7,2 mm (Bento et al., 2016). De plus,
la valeur seuil n’est pas la méme a droite et a gauche. En effet, chez le Labrador Retriever, elle
serait de 7,9 mm pour la surrénale gauche et de 9,5 mm pour la surrénale droite. Similairement,
chez le Yorkshire Terrier, ces valeurs sont de 54 mm a gauche et 6,7 mm
(de Chalus et Combes, 2012).

L’absence de valeur seuil généralisable, I'existence de tumeurs surrénaliennes
bilatérales ou de nodules d’hyperplasie chez des chiens atteints d’hypercorticisme ACTH-
dépendant ainsi que la grande variabilité d’aspect des tumeurs surrénaliennes peuvent parfois
rendre l'interprétation des images échographiques délicate.
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Afin de permettre I'établissement d’'un diagnostic face a des cas parfois équivoques, une
étude rétrospective portant sur 47 chiens présentés au Centre Universitaire Vétérinaire d’Alfort
a été réalisée, dans le but d’établir une valeur seuil d’épaisseur en-deca de laquelle une glande
surrénale peut étre considérée atrophiée et donc compatible avec un hypercorticisme ACTH-
indépendant. Ainsi, il a été démontré qu’'une épaisseur de la plus petite des deux glandes
surrénales inférieure a 5 mm est associée a une tumeur surrénalienne controlatérale avec une
sensibilité de 100% et une spécificité de 96% (Benchekroun et al., 2010).

Enfin, 'échographie de contraste des glandes surrénales peut s’avérer pertinente pour
la mise en évidence d’'une atteinte d’origine hypophysaire. Elle s’obtient apres I'injection intra-
veineuse de 0,03 ml/kg d’hexaflorure de soufre suivie de 5 ml de NaCl, et permet de visualiser
la vascularisation des surrénales. Chez les chiens sains, le produit de contraste est réparti de
facon homogene, et progresse lentement de la médulla vers le cortex. Chez le chien atteint
d’hypercorticisme ACTH-dépendant, le contraste apparait brutalement, de facon non-homogéne
et simultanément dans le cortex et la médulla (Bargellini et al., 2013).

A l'inverse, une autre étude rapporte qu’il n’existerait pas de différence qualitative entre
les animaux sains et ceux atteints d’hypercorticisme ACTH-dépendant. Néanmoins, la
réalisation de courbes représentant I'intensité du signal en fonction du temps a mis en évidence
un pic d’intensité retardé chez les chiens atteins d’hypercorticisme ACTH-dépendant par rapport
aux chiens sains (Pey et al., 2013). Des études supplémentaires sont nécessaires pour
confirmer ces résultats.

3.2.2 L’examen tomodensitométrique et I'imagerie
par résonance magnétique

L’examen tomodensitométrique (ou scanner) et I'imagerie par résonance magnétique
(IRM) sont les seuls moyens de visualiser directement une tumeur hypophysaire. La taille de
I'hnypophyse est variable selon la race et l'individu. En moyenne, chez le chien sain, les
dimensions sont de 3,2 — 5,1 mm de hauteur, 4,2 — 6,9 mm de largeur et 3,6 — 7,2 mm de
longueur (Meij, 2001). Les premiers signes d’'une augmentation de la taille de '’hypophyse sont
une augmentation de sa hauteur, avec une extension dorsale et une possible protrusion hors
de la selle turcique (Kooistra et al., 1997). Bien que I'examen tomodensitométriqgue ne permette
pas de déterminer avec certitude le type de tumeur incriminée, une étude a montré que les
adénomes invasifs ont une hauteur moyenne significativement plus élevée de 1,8 + 0,7 cm que
ceux non invasifs (Pollard et al., 2010).

De plus, chez les chiens atteints d’hypercorticisme et présentant des signes
neurologiques, la tumeur hypophysaire est visualisée dans 100% des cas (Nelson et al., 1989).

Comme vu précédemment, le rapport P/B est un outil intéressant pour objectiver une
augmentation de la taille de I'hypophyse en tenant compte des variations individuelles. En effet,
si le rapport P/B est inférieur a 0,31 x 102 mm, la taille de I'hypophyse est normale, alors que
si ce rapport est supérieur a 0,31 x 102 mm, elle est augmentée (Meij, 2001).
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Néanmoins, chez les chiens dont l'origine hypophysaire de I'hypercorticisme a été
établie, I'élargissement de I'hypophyse (avec un rapport P/B supérieur a 0,31 x 102 mm1) n’est
visualisable que dans 43 a 70% des cas (Kooistra et al., 1997 ; Rodriguez Pifieiro et al., 2011 ;
van Bokhorst et al., 2019).

Pour augmenter la sensibilité de I'examen, il est possible de réaliser un examen
tomodensitométrique avec injection de produit de contraste dynamique. Chez le chien sain,
grace a la vascularisation directe artérielle, le produit de contraste se concentre d’abord dans le
lobe postérieur de I’hypophyse, a l'origine d’'un signal trés intense dit « flush hypophysaire ».
Puis, dans un deuxiéme temps, le produit de contraste envahit progressivement la périphérie
du lobe antérieur grace a la vascularisation indirecte via le systéme porte. (Feldman et al., 2015).
La présence d’un déplacement ou d’'une déformation du flush de I'hypophyse évoque I'existence
d’'un processus tumoral (van der Viugt-Meijer et al., 2003). La disparition compléte du flush
évoque une compression marquée par une masse tumorale (Behrend et al., 2013). L’examen
dynamique permet d’augmenter sensiblement la sensibilité. En effet, dans une étude utilisant
lexamen tomodensitométrique avec produit de contraste dynamique, I'’hypophyse était
anormale chez 82% des chiens dont le diagnostic d’hypercorticisme central avait été établi
(van der Vlugt-Meijer et al., 2003).

Dans une autre étude, chez des chiens dont le diagnostic d’hypercorticisme central avait
été établi mais dont la taille de I'hypophyse était normale, 61% présentait des anomalies a
I'examen tomodensitométrique avec produit de contraste dynamique (van Bokhorst et al., 2019).

L’IRM est plus sensible que le scanner pour la détection des tumeurs hypophysaires, et
notamment des microadénomes, dont la présence est caractérisée par un déplacement dorsal
et une baisse de l'intensité du signal. De plus, elle permet de visualiser avec précision les limites
de la tumeur et les effets sur les tissus environnants (Taoda et al., 2011).

Le scanner et 'IRM de I'hypophyse permettent d’établir le diagnostic étiologique de
I'hypercorticisme. Néanmoins, méme lorsque I'origine hypophysaire a été montrée par un autre
examen, il est nécessaire d’effectuer un de ces examens d’imagerie dés lors qu’un traitement
par hypophysectomie ou radiothérapie est envisagé. lls sont également recommandés lorsque
les résultats des examens précédents sont équivoques et ne permettent pas de trancher entre
une atteinte surrénalienne ou hypophysaire (par exemple lorsqu’une tumeur surrénalienne a été
visualisée a I'échographie abdominale mais que la concentration ’ACTH endogéne n’est pas
diminuée) (Behrend et al., 2013). Par ailleurs, la présence d’une tumeur surrénalienne et d’'une
tumeur hypophysaire pouvant étre concomitantes, il est recommandé de pratiquer un scanner
ou une IRM de rl'hypophyse méme lorsque [Iatteinte surrénalienne a été établie
(Greco et al., 1999). Néanmoins, il est possible d’'observer une hypophyse d’aspect normal au
scanner avec produit de contraste ou a I'lRM, malgré I'existence d’'une tumeur hypophysaire
(Behrend et al., 2013).
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Il est également possible de réaliser un examen tomodensitométrique de I'abdomen.
Cette possibilité est un avantage de I'examen tomodensitométrique. Il permet ainsi lors
d’atteinte surrénalienne de réaliser un bilan d’extension local et a distance. Lors
d’hypercorticisme ACTH-dépendant, il permet d’objectiver I'hyperplasie bilatérale des glandes
surrénales, qui présentent une taille augmentée avec une forme arrondie. Il permet également
de visualiser la présence d’'une masse surrénalienne, mais ne permet pas de différencier une
tumeur d’'un nodule d’hyperplasie. Néanmoins, une masse mal délimitée et/ou une répartition
non homogéne du produit de contraste sont plus en faveur d'un processus malin
(Voorhout, 1990). Le scanner permet également de visualiser la possible invasion vasculaire
localement (Rodriguez Pifieiro et al., 2011).

F. La démarche thérapeutique lors de maladie de Cushing
1. Le traitement médical de la maladie de Cushing
1.1 Le traitement anciennement utilisé : le mitotane

Durant de nombreuses années, le mitotane (ou o,p’DDD) était le traitement de choix de
la maladie de Cushing. Cette molécule est a l'origine d’une nécrose irréversible des zones
fasciculées et réticulées du cortex surrénalien. Le principe du traitement reposait sur une phase
d’induction suivie d’'une phase de maintenance.

La dose initiale employée était de 30 a 50 mg/kg par voie orale, répartis en deux prises
quotidiennes pendant 10 jours (Kintzer et Peterson, 1991).

A la fin de la phase d’induction, un test de stimulation & '’ACTH était réalisé. Si le résultat
était favorable, la phase de maintenance était initiée, avec une dose de 50 mg/kg/semaine
répartis en deux a quatre prises (Ettinger et al., 2017).

Le principal inconvénient du traitement a base de mitotane est I'existence de nombreux
effets secondaires, notamment pendant la phase d’induction. Ces effets sont une Iéthargie, une
faiblesse, de I'anorexie, de la diarrhée, des vomissements ou encore de I'ataxie. Dans I'étude
menée par Kintzer et Peterson (étude portant sur 200 chiens atteints d’hypercorticisme
ACTH-dépendant et traités au mitotane), 25% des animaux présentaient au moins un de ces
signes durant la phase d’induction. Pour limiter la survenue de ces effets indésirables durant
cette premiére phase, pouvant étre imputable a une chute trop brutale de la cortisolémie, il est
possible d’adjoindre au traitement une corticothérapie a faible dose (prednisolone ou prednisone
a 0,15 — 0,25 mg/kg/j avec au maximum 5 mg/j/chien). Néanmoins, cela masque un possible
surdosage en mitotane. Dans tous les cas, si I'un de ces signes cliniques survient durant la
phase d’induction, il convient d’arréter le traitement jusqu’a résolution des signes. Il est
également possible d’administrer de la prednisone a 0,2-0,5 mg/kg par voie orale une fois par
jour. Le traitement a base de mitotane peut étre réintroduit aprés la réalisation d’'un test de
stimulation a TACTH (Ettinger et al., 2017).
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Bien que la zone glomérulée soit moins sensible aux effets du mitotane, une nécrose
demeure possible et peut étre a l'origine d’un déficit en aldostérone (et donc d’'une maladie
d’Addison iatrogéne). Elle est notamment suspectée chez les chiens présentant des effets
secondaires ne répondant pas a la corticothérapie. Bien que cela soit rare, la gravité de cet effet
indésirable réside dans son caractere irréversible. En effet, dans I'étude de Kintzer et Peterson,
6% des chiens présentaient un hypocorticisme complet, associant des déficits en
glucocorticoides et en minéralocorticoides irréversibles.

1.2 Le traitement couramment utilisé aujourd’hui : le trilostane

Le trilostane est le traitement médical actuel de choix pour la maladie de Cushing. Il s’agit
d’un inhibiteur de la 3-béta-hydroxystéroide-déshydrogénase, enzyme impliquée dans la chaine
de formation du cortisol (et notamment responsable de la catalyse de la conversion de la
prégnénolone en progestérone). Le trilostane est donc a l'origine d’une légére inhibition de la
formation de I'aldostérone, mais celle-ci est réversible (Wenger et al., 2004).

De nombreuses études ont montré que le trilostane permet un contrdle des signes
cliniues d’hypercorticisme dans plus de 90% des cas (Neiger et al., 2002 ; Braddock et al.,
2003 ; Alenza et al., 2006 ; Vaughan et al., 2008).

Dans une étude rétrospective portant sur 148 chiens atteints d’hypercorticisme ACTH-
dépendant, il n’y avait pas de différence significative entre la durée de survie des individus ayant
recu un traitement & base de trilostane (123 individus) et ceux ayant recu un traitement a base
de mitotane (25 individus) (Barker et al., 2005).

Bien que les doses et fréquences d’administration soient encore a |'étude, de
nombreuses études ont montré qu’une dose de 0,5-1 mg/kg par voie orale toutes les 12h serait
la plus efficace et a I'origine de peu d’effets secondaires. Le trilostane atteint son d’efficacité
maximale 2 a 4h apres son administration (Bonadio et al., 2014). Néanmoins, il a été montré
que sa durée d’action est inférieure a 24h, d’ou la nécessite d’'une administration bi-quotidienne
(Bell et al., 2006 ; Vaughan et al., 2008).

Par ailleurs, une administration toutes les 12h nécessite une dose journaliere moins
importante que si 'administration se fait en une prise quotidienne (Alenza et al., 2006 ; Vaughan
et al., 2008 ; Feldman, 2011 ; Augusto et al., 2012 ; Arenas et al., 2013 ; Cho et al., 2013).

Bien qu’il n’y ait pas de phase d’induction a proprement parler, il est conseillé d’initier le
traitement avec une dose de 0,5-1 mg/kg par voie orale deux fois par jour (ou 1-2 mg/kg une
fois par jour). Le trilostane doit étre administré de préférence au moment d’'un repas, afin
d’optimiser son absorption gastro-intestinale. Dans les 7-10 jours suivant linitiation du
traitement, le propriétaire peut observer une diminution de la PUPD, alors que la polyphagie
peut mettre plusieurs semaines a rétrocéder et les signes cutanés jusqu’a plusieurs mois. Un
premier controle a lieu 10 — 15 jours apres le début du traitement et a cette occasion, un examen
biochimique, un ionogramme et un test de stimulation a 'ACTH sont réalisés, ainsi qu'un
examen cliniqgue complet et un bilan avec le propriétaire sur I'évolution des signes cliniques.
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Le test de stimulation a TACTH est réalisé dans les 2 a 4h aprés la prise du trilostane
(dans la fenétre ou son efficacité est maximale). Le but de ce premier contrble n’est pas de juger
I'efficacité du traitement, qui peut évoluer jusqu’a trente jours aprés l'initiation du traitement,
mais de détecter un possible surdosage en trilostane. Idéalement, on vise une cortisolémie post-
ACTH comprise entre 1,5 et 5,5 pg/dL (soit 41-152 nmol/L), mais si celle-ci est supérieure a
5,5ug/dL, la dose de trilostane ne sera pas augmentée a ce stade. Par contre, si la cortisolémie
post-ACTH est inférieure a 1 pg/dL (30 nmol/L), le traitement est suspendu et peut étre repris a
une dose plus faible 3-7 jours plus tard. L’algorithme (Figure 14) précise la démarche a suivre
selon les différentes situations possibles.
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Figure 14 : Arbre décisionnel au premier contréle lors d’un traitement a base de trilostane
(Ettinger et al., 2017)
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Les contrdles suivants ont lieu a un mois et trois mois apres l'initiation du traitement, puis
tous les 3-6 mois. lls font toujours I'objet d’'un examen biochimique, d’'un ionogramme et un test
de stimulation a 'ACTH, et la dose de trilostane peut alors étre adaptée (Feldman et al., 2015
; Ettinger et al., 2017).
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Les effets secondaires possibles sont la plupart du temps modérés et résultent d’'une
concentration en cortisol ou en aldostérone trop bas. Les effets secondaires mineurs peuvent
étre une léthargie ou une baisse d’appétit dans les jours suivant l'initiation du traitement. En cas
de survenue d’effets secondaires, il convient d’arréter le traitement, qui peut étre réintroduit 3 a
5 jours plus tard. D’autres effets secondaires, plus graves, peuvent étre rencontrés: un
abattement, une anorexie, des vomissements, de la diarrhée, des tremblements ou une perte
de poids. Dans une étude prospective portant sur 44 chiens atteints d’hypercorticisme ACTH-
dépendant et recevant un traitement & base de trilostane, 25% des animaux présentaient au
moins 'un de ces signes (Alenza et al., 2006). Si I'un de ces signes survient, il convient d’arréter
le traitement et d’effectuer un ionogramme, un contréle des paramétres rénaux, une mesure de
la glycémie et une mesure de pression artérielle. Un test de stimulation a 'ACTH peut étre
réalisé pour vérifier la présence ou non d’un hypocorticisme. Si celui-ci est avéré mais que la
natrémie et la kaliémie sont normales, le traitement est arrété (avec la mise en place éventuelle
d’'une corticothérapie) et un nouveau test de stimulation a 'ACTH est réalisé deux a quatre
semaines plus tard. Si I'hypocorticisme persiste, cela signifie qu’une nécrose surrénalienne est
probablement présente (phénoméne décrit plus loin). Si le ionogramme révele une
hyperkaliémie et une hyponatrémie, une crise Addisonienne est probable et il faut la traiter. Un
test de stimulation par TACTH est préconisé un mois plus tard puis tous les 3-6 mois pour
déterminer le moment ou le traitement pour I’hypocorticisme peut étre interrompu et le trilostane
de nouveau introduit (Feldman et al., 2015 ; Ettinger et al., 2017).

Méme si le trilostane est un inhibiteur réversible de la synthése de cortisol, des nécroses
corticales chez deux chiens atteints d’hypercorticisme ACTH-dépendant et recevant tous deux
un traitement a base de trilostane ont été décrites (Chapman et al., 2004 ; Ramsey et al., 2008).
La pathogénie est encore mal comprise. Par ailleurs, a I'échographie abdominale, la nécrose
surrénalienne sa caractérise par un cortex aminci et une échogénicité hétérogene.

La médiane de survie des chiens atteints d’ hypercorticisme ACTH-dépendant et traités
avec le trilostane a été évaluée a 549 jours dans une étude en 2002 (Neiger et al., 2002) ou
encore a 549 jours dans une autre étude de 2005 (Barker et al., 2005b). Une étude plus récente
ayant évalué le temps de survie des chiens traités au trilostane portait rétrospectivement sur 43
chiens atteints d’hypercorticisme ACTH-dépendant, dont 17 recevaient un traitement a base de
trilostane et 26 ne recevaient pas de traitement. La médiane de survie était significativement
plus élevée chez les chiens ayant recu un traitement a base de trilostane (Nagata et al., 2017).
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2. Le traitement des macroadénomes hypophysaires: la radiothérapie

La radiothérapie consiste en I'exposition a des rayonnements ionisants afin de détruire
les cellules tumorales. Elle est réalisée sous anesthésie générale et nécessite une
hospitalisation. Les doses totales de rayons employées varient entre 35 et 50 Gy, et sont
divisées en fractions de 2,5 Gy a 5 Gy, appliquées 3 a 5 fois par semaine sur une période de
3 a 4 semaines.

Le fractionnement de la dose totale de rayonnement permet d’optimiser la mort des
cellules cancéreuses tout en préservant le tissu sain au maximum. Néanmoins, un
fractionnement trop important multiplie les procédures d’anesthésie et augmente le temps
d’hospitalisation cumulé (Feldman et al., 2015).

Les effets secondaires de la radiothérapie s’observent a court terme et a long terme. Les
effets a court terme concernent les tissus et/ou organes a division cellulaire rapide et localisés
sur le chemin des rayonnement (principalement la peau, la mugueuse pharyngée et le conduit
auditif externe). lls peuvent alors étre une alopécie localisée, une leucotrichie ou encore une
léthargie et une désorientation transitoires. L’administration de glucocorticoides a raison de
0,25 mg/kg de prednisone une fois par jour pendant toute la durée de la radiothérapie
contribuerait a réduire la survenue de ces effets indésirables. Les effets secondaires a long
terme apparaissent plusieurs mois apres la fin de la thérapie et concernent les tissus a division
cellulaire lente (localisés sur le chemin des rayonnements également). lls sont irréversibles. Les
principaux effets décrits sont une perte d’audition voire une surdité, des Iésions vestibulaires ou
des Iésions du nerf trijumeau. Le risque de survenue dépend de la quantité de tissu sain exposé
et de la dose totale et par fraction de rayonnements (Feldman et al., 2015).

Une autre technique encore peu répandue, la radiothérapie stéréotaxique (ou SRS,
stereotactic radiosurgery), permet I'application des rayonnements dans un intervalle de temps
plus court. Cette technique est utilisée par de nombreuses universités aux Etats-Unis, pour le
traitement de I'hypercorticisme ACTH-dépendant chez le chien et 'acromégalie chez le chat. A
'université de Californie a Davis, la dose employée est de 28 Gy, administrée en fractions de 8
Gy trois jours d’affilé. Les avantages de cette technique sont la diminution de la durée et la
fréquence des procédures d’anesthésie et d’hospitalisation (Feldman et al., 2015). Dans une
étude menée a I'Université de Floride portant sur différents types de tumeurs intracranienne
traitées par SRS, la médiane de survie était similaire aux résultats connus pour la radiothérapie
classique. Dans cette étude, trés peu d’effets secondaires ont été décrits. Néanmoins,
davantage détudes sur les effets a court terme et a long terme sont nécessaires
(Mariani et al., 2015).

La radiothérapie permet de réduire efficacement la taille d’'une tumeur hypophysaire.
Dans une étude rétrospective portant sur 12 chiens atteints de macroadénome hypophysaire et
ayant recu une radiothérapie avec une dose de rayonnements de 36 Gy, la taille de la tumeur
était systématiquement et significativement diminuée suite a la radiothérapie, avec une
réduction de plus de 50% chez 6 chiens. Par ailleurs, tous ont présenté une amélioration des
signes neurologiques entre 2 et 4 mois apres l'irradiation.
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Les effets de la radiothérapie sur la tumeur apparaissent dans le mois suivant la fin de la
radiothérapie et peuvent se poursuivre jusqua 20 mois aprés [lirradiation
(de Fornel et al., 2007). En diminuant la taille de la tumeur, la radiothérapie permet de diminuer
efficacement les signes neurologiques, fréquents lors de macroadénomes hypophysaires. En
effet, il existe une corrélation entre la taille de la tumeur hypophysaire et la gravité des signes
neurologiques.

De plus, la gravité des signes neurologiques a été identifiée comme un facteur
pronostique négatif post-radiothérapie. Dans une étude portant sur 24 chiens atteints
d’hypercorticisme hypophysaire, les chiens qui présentaient des signes neurologiques marqués
avaient 6,6 fois plus de chance de décéder de leur tumeur hypophysaire que ceux présentant
des signes neurologiques légers (Théon et Feldman, 1998). Le pronostic est d’autant meilleur
que la tumeur est petite. Ainsi, sur les tumeurs de plus de 8 mm, la radiothérapie est indiquée
en premiere intention (Ettinger et al., 2017).

Néanmoins la radiothérapie n’a que trés peu d’effet sur les signes cliniques de
I'hypercorticisme. En effet, dans une étude portant sur 6 chiens atteints d’hypercorticisme
hypophysaire et ayant recu une radiothérapie a base de cobalt 60, a la dose 44 Gy en 10
fractions, les signes cliniques d’hypercorticisme avaient disparu chez seulement 3 chiens, et ils
sont réapparus chez deux de ces trois chiens a 6 et 9 mois (Goossens et al., 1998). Les effets
sur la fonction sécrétoire de la radiothérapie sont trés limités, ou transitoires, et I'hypersécrétion
d’ACTH peut persister des mois aprées la radiothérapie. En effet, il n’'y a pas de preuve de
I'existence d’un lien entre la taille de la tumeur et la sécrétion d’ACTH. Ainsi, elle doit toujours
étre associée a un traitement médical pour contrer les effets de la sécrétion excessive ’ACTH
et de cortisol (Goossens et al., 1998 ; Feldman et al., 2015).

Selon les études, la médiane de survie suite a une radiothérapie sur une tumeur
hypophysaire varie de 12 a 25 mois. Dans une étude portant sur 19 chiens atteints
d’hypercorticisme hypophysaire (dont 11 présentaient des signes neurologiques), la médiane
de survie était significativement plus élevée chez les chiens ayant recu une radiothérapie (1405
jours) que chez les chiens n’en ayant pas recue (551 jours) (Kent et al., 2007).

In fine, la radiothérapie ne permet pas de diminuer les signes cliniques causés par la
sécrétion chronique excessive de cortisol, mais elle permet de diminuer la taille de la tumeur
hypophysaire et I'intensité des signes neurologiques, qui sont un facteur pronostique négatif. Il
est donc préférable de traiter précocement, avant la survenue de signes neurologiques. Le
pronostic est d’autant meilleur que la tumeur est petite. Ainsi, si une tumeur de 8 mm de hauteur
ou plus est détectée, la radiothérapie est indiquée en premiére intention. Si la tumeur a une
hauteur comprise entre 3 et 7 mm, il est recommandé d’effectuer un nouvel examen
tomodensitométrique 12 mois plus tard. Si la tumeur fait moins de 3 mm de hauteur, il est trés
peu probable que la tumeur grossisse suffisamment pour entrainer des signes neurologiques.
La radiothérapie n’est alors pas indiquée, et il n'est pas nécessaire de renouveler un examen
tomodensitométrique.
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La radiothérapie doit toujours étre associée a un traitement médical pour lutter contre
les effets systémiques de I'hypercortisolémie (Feldman et al., 2015 ; Ettinger et al., 2017).

3. Le traitement chirurgical : I’lhypophysectomie transsphénoidale

En médecine humaine, le traitement de choix de I'hypercorticisme ACTH-dépendant
repose sur une exérése partielle de '’hypophyse, avec ablation de 'adénome uniquement.
(Melby, 1988). En médecine vétérinaire, la technique chirurgicale décrite consiste en une
hypophysectomie in toto. Néanmoins, cette derniere n’est que trés peu utilisée du fait du taux
élevé de complications auquel elle est associée et de sa faible disponibilité.

La technique de microchirurgie employée a été pour la premiére fois décrite en 1997
dans une étude portant sur 43 chiens Beagles atteints d’hypercorticisme hypophysaire
(Meijj et al., 1997). Les taux de survie & un an et deux ans étaient respectivement de 84,2% et
80,4%. Par ailleurs, a un an, le taux de rémission parmi les animaux vivants était de 91,7%
(Meijj et al., 1998). Des résultats similaires ont été établis dans une étude prospective plus
récente portant sur 150 chiens atteints d’hypercorticisme et ayant subi une hypophysectomie.
Dans cette étude, les taux de survie a un an et deux ans étaient respectivement de 83,5% et de
76,1%. Le taux de rémission parmi les animaux vivants a un an était de 87,9%
(Hanson et al., 2005).

Les principales complications rapportées sont un diabéte insipide permanent ou
transitoire, une diminution ou un arrét de la production de larmes, une hypernatrémie transitoire
modérée ou encore une résurgence de la tumeur hypophysaire (Meij et al., 1998 ; Hanson et
al., 2005).

Dans une nouvelle étude portant sur 181 animaux atteints d’hypercorticisme ACTH-
dépendant et ayant subi une hypophysectomie, Hanson a montré qu’un &ge avancé, une tumeur
de grande taille et une augmentation de la concentration en ACTH endogene pré-opératoire
étaient des facteurs de risque de décés. Par ailleurs, un age avancé, une tumeur de grande
taille, un os sphénoide épais, un RCCU augmenté et une concentration d’alpha-MSH augmenté
étaient des facteurs de risque de récidive (Hanson et al., 2007).

Par ailleurs, en 2015, une étude montrait qu’'une concentration d’ACTH augmentée 5h
apres lintervention chirurgicale et une cortisolémie augmentée 1h et 4h aprés lintervention
chirurgicale étaient associées a une période de rémission plus courte (Rijn et al., 2015). Enfin,
il a également montré qu’un rapport P/B > 0,31 x 102 mm! était associé a une durée de vie et
une période de rémission significativement plus courtes (Rijn et al., 2016).

Suite a l'intervention, les chiens regoivent un traitement a base de glucocorticoides, de
lévothyroxine a vie, du fait du retrait intégral de ’hypophyse, ainsi que de la desmopressine, un
analogue de I’ADH, provisoirement dans la majorité des cas (Sanders et al., 2018).
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Une nouvelle approche de I'hypophysectomie avec une caméra haute définition
(VITOM™) a été décrite sur 26 chiens traités pour hypercorticisme ACTH-dépendant. A un an,
le taux de survie était de 81%, et le taux de rémission parmi les animaux vivants était de 91,2%
(Mamelak et al., 2014).

L’hypophysectomie est une technique dont l'efficacité a été démontrée, néanmoins, elle
reste peu disponible aujourd’hui en médecine vétérinaire.

G. Pronostic et facteurs de risques de déces : point sur les données
actuelles

Bien que I'hypercorticisme, ACTH-dépendant ou indépendant, ait fait 'objet de trés
nombreuses études, il existe, a ce jour, peu de données disponibles sur le pronostic et les
facteurs de risque de déces chez les chiens atteints de la maladie de Cushing.

En 2015, Fracassi et al. a essayé de mettre en évidence des facteurs de risques de
déces, clinigues ou paracliniques, dans une étude portant sur 85 chiens atteints
d’hypercorticisme ACTH-dépendant et pris en charge par I'unité de médecine de l'université de
Bologne en ltalie. Tous les chiens recevaient un traitement a base de trilostane, avec une dose
initiale comprise entre 1 et 6 mg/kg, une a deux fois par jour. Cette dose était modifiée selon les
résultats des tests de stimulation a 'ACTH réalisés lors des contrbles. De trés nombreuses
données ont été étudiées : age, sexe, statut reproducteur, poids, signes cliniques, pression
artérielle systolique, hématocrite, numération leucocytaire, numération lymphocytaire,
numeération en neutrophiles et numération plaquettaire, activité sérique des PAL, ALAT et GGT
(gamma glutamyl-transférase), bilirubinémie totale, concentration en protéines sériques,
albuminémie, cholestérolémie, urémie, créatininémie, calcémie totale, phosphatémie, natrémie,
chlorémie, kaliémie, cortisolémie basale, cortisolémie post-stimulation a TACTH et cortisolémie
post-freinage a la dexaméthasone, densité urinaire, RPCU, présence d’affections
concomitantes, dose d’initiation et fréquence d’administration du trilostane. Toutes ces
expositions d’intérét ont d’abord été intégrées au sein d’'un modeéle univarié, pour lequel seule
'urémie était associée de facon significative a la durée de survie médiane (avec un p < 0,05).
Puis, les expositions associées au déces avec une valeur de p <0,20 (age au diagnostic, poids,
comptage plaquettaire, albuminémie, créatinémie, urémie, activité des PAL, phophatémie et
kaliémie) ont été intégrées dans un modele de Cox multivarié. Avec ce dernier, seuls I'age au
diagnostic (> 10 ans) et une élévation de la phosphatémie étaient associés de facon significative
(p < 0,05) a une durée de survie plus courte. Par ailleurs, 'analyse de la courbe ROC a permis
de mettre en évidence qu’une valeur seuil de phosphatémie de 1,45 mmol/L était la valeur
optimale au-dela de laquelle la durée de survie médiane était significativement plus courte
(Fracassi et al., 2015).

La plus récente étude, menée par Schofield et ses collaborateurs en 2020 ayant étudié
les facteurs de risque de déceés lors d’hypercorticisme portait rétrospectivement sur 219 cas
d’hypercorticisme canin, surrénalien et hypophysaire.
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Dans cette étude, contrairement a I'étude de Nagata et al. (Partie 1.2), il n’y avait pas
de différence significative entre la médiane de survie des animaux recevant un traitement a base
de trilostane et ceux ne recevant pas de traitement (néanmoins, cette étude ayant été réalisée
au Japon, il est probable que ses résultats aient été moins biaisés par les euthanasies qui sont,
pour des raisons culturelles, moins courantes au Japon).

De la méme fagon, de trés nombreuses expositions d’intérét ont été étudiées, parmi
lesquelles I'age au diagnostic, le poids, le statut assuré, la présence de signes neurologiques,
une augmentation de la dose de trilostane en cours de traitement ainsi que les cortisolémie pré
et post-ACTH au moment du diagnostic étaient associés au déces avec une valeur de p<0,20
et ont été intégrées au sein d’'un modéle de Cox multivarié. Ce dernier a permis d’identifier deux
facteurs de risque de décés au moment du diagnostic d’hypercorticisme : un poids supérieur &
15 kg et un age de plus de 13 ans. A l'inverse, une augmentation de la dose de trilostane en
cours de traitement était associée a un meilleur pronostic. Néanmoins, ces résultats sont a
interpréter avec précaution. En effet, 'espérance de vie d’'un animal diminuant avec son age
avance, il n'est pas surprenant qu’un age avancé au diagnostic soit associé a une durée de
survie moins importante. De plus, on sait, d’'une part, que I'espérance de vie des chiens de
grande taille est plus courte que celle des chiens de petite taille, et d’autre part, que les chiens
de plus de 20 kg sont plus fréquemment touchés par des hypercorticismes ACTH-indépendant,
eux mémes associés a un moins bon pronostic. Enfin, un phénoméne de causalité inversée a
pu entrer en jeu concernant 'augmentation de la dose de trilostane en cours de thérapie. En
effet, les chiens ayant survécu plus longtemps ont plus de chance d’avoir vu leur dose modifiée
(Schofield et al., 2020).

Dans deux études plus anciennes, I'age et le poids au diagnostic avaient déja été
identifiés comme facteurs pronostiques, mais les mémes limites que celles citées ci-dessus
étaient présentes (Barker et al., 2005 ; Clemente et al., 2007).

De plus, dans une étude rétrospective datant de 2007 et portant sur 46 chiens atteints
d’hypercorticisme ACTH-dépendant (parmi lesquels 19 chiens étaient traités par radiothérapie
et 27 non traités par radiothérapie), il a été montré que, au sein du groupe des chiens n’ayant
pas recu de radiothérapie, les macro-adénomes (rapport P/B < 0,40 x 102 mm-1) étaient
associés a une durée de survie significativement plus courte que les micro-adénomes. Par
ailleurs, dans ce méme groupe, une augmentation de la cortisolémie pré-ACTH était associée
a une durée de survie plus courte avec une valeur de p < 0,20. Néanmoins, les associations
significatives mises en évidence dans cette étude étaient brutes et aucune inférence causale
ne peut en étre conclue (Kent et al., 2007).

Ainsi, les seuls éléments ayant été identifiés dans la littérature comme de potentiels
facteurs de risque de déces au moment du diagnostic chez les chiens atteints de la maladie de
Cushing sont I'age au diagnostic, le poids et la phosphatémie. De nouvelles études sont
nécessaires pour réévaluer ces facteurs de risque potentiels et rechercher I'existence d’autres
facteurs pronostiques.
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Deuxieéme partie : étude expérimentale

. Introduction

Comme vu précédemment, I'hypercorticisme (toutes causes confondues) a une
prévalence relativement faible (0,2 a 0,28% selon les études). Bien que la maladie de
Cushing représente a elle seule 80 a 85% des cas d’hypercorticisme, il s’agit, en pratique,
d’'un motif de consultation relativement peu rencontré en pratique généraliste courante.

Néanmoins, les démarches diagnostique et thérapeutique ainsi que le suivi
nécessaire lors de maladie de Cushing sont complexes et requiérent un investissement
conséquent de la part des propriétaires, tant sur le plan personnel que financier. Il parait
alors nécessaire de pouvoir fournir des données relatives au pronostic aux propriétaires
soucieux de connaitre I'espérance de vie de leur chien atteint de la maladie de Cushing.

Les études ayant recherché 'existence de facteurs de risques de déces chez les
chiens atteints de la malade de Cushing sont peu nombreuses. En effet, en 2015, Fracassi
et ses collaborateurs montraient que I'dge au diagnostic (>10 ans) et une élévation de la
phosphatémie (=1,45 mmol/L) étaient associés a une durée de survie plus courte
(Fracassi et al., 2015). En 2017, Nagata et ses collaborateurs montraient que I'absence
de traitement (a base de trilostane) était associée a une durée de survie plus courte
(Nagata et al., 2017). En 2020, Schofield et ses collaborateurs montraient que le poids au
moment du diagnostic (=15kg) et I'age au diagnostic (213 ans) étaient associés a un moins
bon pronostic. A linverse, dans cette méme étude, une augmentation de la dose de
trilostane en cours de traitement était associee a un meilleur pronostic
(Schofield et al., 2020). L’age et le poids avaient également été identifiés comme facteurs
de risque de déces dans deux études plus anciennes (Barker et al., 2005 ; Clemente et
al., 2007) Néanmoins, comme vu précédemment, 'ensemble de ces résultats sont
discutables, et de nouvelles études sont nécessaires pour réévaluer ces facteurs de risque
potentiels de déces et rechercher I'existence d’autres éléments pronostiques chez le chien
atteint de maladie de Cushing.

Le but initial de notre étude est donc la recherche de facteurs de risques de déces
potentiels chez des chiens atteints de la maladie de Cushing. Il s’agit d’'une étude de
cohorte rétrospective. Néanmoins, nous nous limiterons a la recherche d’une association
statistique entre la durée de survenue du déceés et différentes expositions d’intérét qui
seront décrites plus loin, sans faire de lien de causalité. Ainsi, nous utiliserons la méthode
de Kaplan-Meier, avec une analyse brute (C’est-a-dire, non ajustée sur d’éventuels
facteurs de confusion) des résultats.
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[l. Matériels et méthodes

A. Population source et population cible

Notre échantillon a été prélevé dans la population source qui est la population des
chiens qui se sont présentés au CHUVA et qui ont été diagnostiqués avec la maladie de
Cushing.

L’objectif de cette étude est d’étendre les résultats a la population cible qui est la
population des chiens en France atteints de la maladie de Cushing.

B. Critéres d’inclusion et de non-inclusion

Les chiens recrutés ont été présentés en consultation au CHUVA entre le 1°" janvier
2008 et le 31 décembre 2018.

L’inclusion des chiens dans I'étude reposait sur :

- L’existence d’un test biologique de caractérisation d’hypercorticisme (test de
stimulation a 'ACTH ou test de freinage a la dexaméthasone) réalisé au CHUVA ou chez
le vétérinaire traitant dans le mois précédant la premiere consultation au CHUVA ;

- L’existence d’'un diagnostic étiologique établi au CHUVA et basé sur un test
biologique discriminant (freinage de la cortisolémie, dosage de 'ACTH endogéne ...) et/ou
un examen dimagerie médicale (échographie abdominale et/ou examen
tomodensitométrique) ;

- L’absence d’administration antérieure de traitement de I'hypercorticisme (mitotane
ou trilostane) au moment de la présentation au CHUVA.

Les criteres de non-inclusion étaient :

- Les chiens atteints d’hypercorticisme ACTH-indépendant ou d’origine
indéterminée ;

- Les chiens dont le diagnostic n’avait pas été confirmé ;

- Les chiens dont le test de confirmation avait été réalisé chez le vétérinaire
traitant plus d’'un mois avant la présentation en consultation au CHUVA,;

- Les chiens ayant déja recu un traitement spécifique de I'hypercorticisme
(mitotane ou trilostane) au moment de la présentation en consultation au
CHUVA.

Le logigramme présenté Figure résume la démarche d’inclusion des chiens
sélectionnés pour notre étude.
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Figure 15 : Logigramme décisionnel d’inclusion et de non-inclusion des chiens dans I’étude
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C. Bilan des individus inclus et non-inclus dans I’étude

Sur les 184 dossiers examinés, 84 répondaient a I'ensemble des criteres
d’inclusion. Parmi les 100 chiens exclus, 39 chiens avaient été vus en consultation avant
2008, 4 chiens avaient été vus en consultation apres 2018, 24 chiens présentaient un
hypercorticisme ACTH-indépendant, 21 chiens avaient déja recu un traitement au moment
de la présentation en consultation, et enfin 12 chiens présentaient un syndrome de
Cushing dont l'origine n’avait pas été déterminée.

Dans cette étude, la date d’inclusion (JO) a été fixée au jour de la réalisation de
lexamen complémentaire ayant permis d'établir le diagnostic étiologique de
I'hypercorticisme. L’analyse de survie était menée sur les chiens présentés entre le
01/01/2008 et le 31/12/2018. La date de point (date a partir de laquelle nous avons choisi
de ne plus suivre les chiens) était le 31/12/2020. L’événement étudié était le déces des
individus (toutes causes confondues).

Parmi les 84 chiens inclus dans I'étude, la date de déces était mentionnée dans le
dossier médical CLOVIS pour 25 d’entre eux. Les propriétaires des 59 autres animaux ont
donc été contactés par appel téléphonique et/ou par courrier électronique lorsque
'adresse e-mail était renseignée. Parmi ces propriétaires, 15 n’ont jamais pu étre joints ou
ont refusé de partager les informations relatives au déces présumé de leur animal et 9
confirmaient le décés de leur animal mais avec une date de déces inconnue ou trop
imprécise. Ces individus ont été inclus dans I'étude et censurés a la date du dernier contact
rapporté (derniere consultation au CHUVA, contact téléphonique ou par courrier
électronique le cas échéant). Deux individus ont été identifiés comme toujours vivants et
ont été inclus dans I'étude avec une censure par date de point. Nous avons donc pu
identifier 29 animaux décédés dont les propriétaires étaient capables de fournir la date de
décés au mois prés. Enfin, parmi I'ensemble des 84 individus répondant aux critéres
d’inclusions, 4 présentaient une date d’inclusion JO égale a la date de censure ou de
'événement. Ces 4 chiens ont été exclus de I'étude.

Finalement, parmi les 84 chiens qui répondaient initialement aux criteres
d’inclusion, a la date de point, le 31/12/2020 :

54 individus étaient décédés (avec une date de déces connue a minima au
Mois pres) ;

2 individus étaient encore vivants, donc censurés a la date de point ;

- 24 ont été censurés avant la date de point ;

- 4 chiens ont été exclus de I'étude.

Au final, 80 individus étaient inclus dans I'étude. La Figure 16 récapitule la répartition
de 'ensemble de ces individus.
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Figure 16 : Logigramme récapitulatif des chiens inclus et non-inclus dans I’étude
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D. Recueil des données

Toutes les données ont été recueillies a partir des dossiers cliniques renseignés
dans le logiciel CLOVIS du CHUVA, aprés l'obtention téléphonique ou par courrier
électronique de I'accord des propriétaires de I'utilisation de ces données.

1. Commémoratifs

Pour chaque cas, la race, la date de naissance et le statut stérilisé ou non de
'animal ont été recueillis. Lorsque I'information n’était pas disponible, I'animal était, par
défaut, considéré comme non stérilisé.

2. Signes cliniques et paracliniques

Les signes cliniques recueillis sont ceux qui ont été observés lors de I'admission
au CHUVA, que ce soit en consultation de médecine interne ou générale, ou bien au
service des urgences.

Les signes cliniqgues étudiés étaientla PUPD, la polyphagie, la distension
abdominale, la léthargie ainsi que la présence de signes cutanés. En effet, comme vu
préecédemment, il s’agit des signes cliniques les plus fréquemment rencontrés. Leur
présence était objectivée par un scoring allant de 1 a 5 que nous nommerons « indice
clinique » par la suite, chaque point signant la présence d’un signe clinique parmi les cinq
sélectionnés.
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La présence de maladies intercurrentes lors de la présentation de I'animal au
CHUVA était également recensée. Celles-ci comprenaient les maladies endocriniennes,
cardio-vasculaires, uro-néphrologiques, hépato-biliaires, gastro-intestinales, auto-
immunes, respiratoires ou encore les processus tumoraux, sans distinction entre ces
catégories.

3. Analyses sanguines

Bien que la majorité des analyses aient été réalisées au CHUVA, certaines
données provenaient d’analyses réalisées chez le vétérinaire traitant. En effet, les
résultats des analyses étaient recueillis si celles-ci avaient été réalisées dans le mois
précédant la présentation en consultation au CHUVA.

3.1 Analyse biochimique

Les seules données de I'analyse biochimique utilisées étaient I'activité sérique des
enzymes (PAL et ALAT) et I'albuminémie.

Trois cas de figure étaient possibles. Soit 'analyse était effectuée au laboratoire
Biopdle de TENVA (prélévement sur tube sec gélosé), soit elle était envoyée au laboratoire
IDEXX (prélevement sur tube sec gélosé) ou bien elle était réalisée sur I'analyseur
Catalyst One du service des urgences (prélévement sur tube avec héparinate de lithium a
bille).

3.2lonogramme

La seule donnée du ionogramme analysée était la phosphorémie. En effet, bien
gue la calcémie ionisée devait, initialement, faire partie des expositions d’intérét, celle-ci
a été, a posteriori, retirée en raison d’'un nombre de données disponibles chez seulement
27 chiens pour lesquels les résultats étaient plutét homogénes et la méthode de mesure
hétérogéne.

De la méme facon, le ionogramme pouvait étre réalisé au laboratoire Biopdle de
'ENVA (prélévement sur tube sec), sur 'automate du service des urgences (préléevement
sur tube avec héparinate de lithium a bille), ou au laboratoire IDEXX (prélevement sur tube
sec gélosé).

3.3Tests de caractérisation

Les tests de caractérisation (test de stimulation a ’TACTH ou test de freinage a la
dexaméthasone) n’étaient jamais réalisés dans un contexte d’'urgence. lls étaient
systématiquement programmés a l'avance et faisaient fréquemment Il'objet d’une
hospitalisation journaliére. L’animal était a jeun et le demeurait durant toute la durée de la
procédure. Le sang était préleveé sur tube sec gélosé et analysé au laboratoire Biopodle de
'ENVA. Quelques exceptions ont fait I'objet d’'un envoi au laboratoire IDEXX (prélevement
sur tube sec gélosé).
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Toutes les données des tests étaient utilisées dans notre étude : cortisolémie
basale, cortisolémie post-ACTH et cortisolémie post-dexaméthasone (a 4h et a 8h) le cas
écheéant.

4. Analyse d’urine

La donnée d’intérét pour notre étude de 'analyse urine était la présence d’'une
protéinurie ou non. Celle-ci était objectivée a I'aide d’'une bandelette urinaire et/ou d’'une
mesure du RPCU. L’animal était considéré protéinurique s’il présentait deux croix de
protéines (ou plus) sur la bandelette urinaire (avec une densité urinaire < 1,020), ou si le
RPCU était supérieur a 0,5.

Néanmoins, la protéinurie n’était pas prise en compte si celle-ci était associée a
une bactériurie. Idéalement, 'absence de bactériurie était attestée par un ECBU (examen
cytobactériologique des urines) négatif. A défaut, lorsque celui-ci n’'avait pas été réalisé,
nous nous contentions d’'une absence de bactérie visible a 'examen cytologique des
urines.

5. Examen tomodensitométrique

L’examen tomodensitométrique de la téte était réalisé chez plusieurs individus.
Celui-ci avait lieu au centre MICEN Vet ou bien au service d'imagerie du CHUVA. La
donnée que nous avons analysée est le rapport P/B, directement fournie dans le compte
rendu d’interprétation de I'examen, avec une valeur seuil de 0,40 x 102 mm-* (valeur au-
dela de laguelle on parle de macroadénome) (Granger et al., 2005).

6. Données relatives au suivi

La date de décés était une donnée indispensable a la réalisation de I'analyse de
survie. Chez quelques individus, cette information était présente dans le dossier
informatique médical sur CLOVIS. Néanmoins, la majorité des dossiers ne comprenait pas
cette information.

Tous les propriétaires dont I'animal répondait aux criteres d’inclusion et dont
'information sur le décés n’était pas présente dans le dossier CLOVIS ont été contactés
par mail et/ou par appel téléphonique. Afin d’assurer un niveau de précision satisfaisant,
il était nécessaire d’obtenir la date de décés a minima au mois prés. Lorsque les
propriétaires connaissaient le mois et 'année mais ne se souvenaient pas du jour exact
du déces, la date de déces était arbitrairement fixée au quinze du mois. Lorsque le chien
était encore en vie au moment de l'appel téléphonique (ou de la réponse par mail du
propriétaire), le chien était censuré a la date du jour de I'appel téléphonique (ou de la
réponse par mail). Lorsque le chien était décédé mais que le propriétaire ne connaissait
ni le mois ni 'année de déceés, I'animal a été exclu de I'étude.
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Lorsque les propriétaires n’ont pu étre contactés (absence de réponse malgré
plusieurs relances, ou déces des propriétaires), le chien perdu de vue était censuré avec
comme date de censure la date de la derniére venue au CHUVA recensée dans le dossier
CLOVIS.

E. Analyse statistique des données

1. Recodage des variables relatives aux expositions d’intérét pour
I’analyse de survie

L’age au diagnostic a été recodé en une variable binaire, avec comme valeur seuil
la limite d’age de 13 ans. En effet, dans les études les plus récentes (notamment celle de
Schofield citée précédemment), 'age au diagnostic, avec un seuil a 13 ans, était associé
a une durée de survie plus courte. Nous pourrons ainsi comparer nos résultats a ceux
publiés dans la littérature.

Le sexe, le statut de stérilisation, la présence de maladies intercurrente au moment
du diagnostic, la protéinurie objectivée a la bandelette urinaire ainsi que la taille de
I'hypophyse (rapport P/B) ont été codées en variables binaires : méale versus femelle,
stérilisé (versus non stérilisé), présence de la maladie intercurrente (versus absence),
protéinurie (versus absence de protéinurie) et macroadénome hypophysaire (versus
absence de macroadénome).

La variable Race a été codée en une variable qualitative nominale selon cing
classes : les Bouledogues Francgais, les Yorkshire Terriers, les Caniches, les chiens
croisés et enfin la classe des « autres races », regroupant les chiens n’appartenant pas
aux classes précédentes. Le regroupement « autres races » était nécessaire afin d’obtenir
un nombre d’événements satisfaisant pour I'analyse de survie.

La variable Indice clinique a été codée en une variable qualitative nominale selon
trois classes. En effet, bien que I'indice clinique était un code allant de 1 a 5 selon la
présence ou non de chacun des cing signes cliniques sélectionnées (pour rappel PUPD,
polyphagie, distension abdominale, léthargie et présence de signes cutaneés), ils ont
ensuite été regroupés en trois classes (Tableau 1) pour assurer un nombre d’événements
satisfaisant par classe.

Les variables quantitatives relatives a 'enzymologie hépatique (PAL et ALAT) ainsi
qu’a la cortisolémie basale ont été recodées en variables qualitatives ordinales en trois
classes, selon les tertiles de chaque distribution arrondis a des valeurs ayant cliniquement
du sens.
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Les variables quantitatives relatives aux valeurs de la pression artérielle
systémique, de lalbuminémie et de la mesure du RPCU ont été recodées en
variables binaires : hypertension artérielle systémique (versus absence d’hypertension
artérielle systemique), hypoalbuminémie (versus absence d’hypoalbuminémie, en utilisant
la borne inférieure de l'intervalle de référence de I'analyseur utilisé) et protéinurie (versus
absence de protéinurie)

Les variables quantitatives relatives aux valeurs de la cortisolémie post-freinage (a
t4h et & t8h) et de la cortisolémie post-ACTH ont été recodées en variables binaires selon
la médiane de chaque distribution arrondie & une valeur faisant cliniquement du sens.

La variable quantitative relative a la phosphorémie a été codée en une variable binaire
en prenant pour valeur seuil celle décrite dans la littérature, a savoir 1,45 mmol/L (Fracassi
et al., 2015). Pour rappel, dans I'étude de Fracassi et collaborateurs, une phosphorémie
supérieure a 1,45 mmol/L était associée a une durée de survie plus courte.

Le Tableau 1 récapitule 'ensemble des critéres de recodage des différentes variables
relatives aux expositions d'intérét étudiées.
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Tableau 1 : Criteres utilisés pour recoder les différentes variables relatives aux

expositions d’intérét

Variables
Sexe

Statut de stérilisation

Race

Maladies intercurrentes

Indice clinique (/5)

Pression artérielle systolique

PAL

ALAT

Albuminémie

Phosphorémie

Cortisol basal

Cortisolémie post-ACTH

Cortisolémies post-freinage a la
dexaméthasone
(t=4hett=28h)

Protéinurie (bandelette urinaire)

Protéinurie (RPCU)

Taille de I'hypophyse (rapport
P/B)

Type de variable Critéres
Binaire Male versus Femelle
Binaire Stérilisé versus Non stérilisé
Qualitative nominale en Bouledogue Francais, Yorskshire Terrier,
cing classes Caniche, Croisés et « Autres races »

> une maladie intercurrente
Binaire versus
Absence de maladie intercurrente

1 - 2 signes cliniques
3 signes cliniques
4 — 5 signes cliniques

Qualitative nominale en
trois classes

- < 160 mmHg
Binaire
versus > 160 mmHg
Qualitative ordinale en < 350 UIlL
trois classes 350 - 1200 UIL
> 1200 UI/L
< 80 UI/L
ualitative ordinale en
° trois classes 80 — 160 UIL
> 160 UI/L
Hypoalbuminémie
Binaire versus
Absence d’hypoalbuminémie
. < 1,45 nmol/L
Binaire
versus > 1,45 nmol/L
L. < 170 nmol/L
Binaire
versus > 170 nmol/L
L. < 1015 nmol/L
Binaire
versus > 1015 nmol/L
At=4h:
Binaire < 68 nmol/L versus > 68 nmol/L
At=8h:
< 112 nmol/L versus > 112 nmol/L
> deux croix de protéines et absence de
bactériurie
Binaire versus
< deux croix ou > deux croix mais présence de
bactériurie
RPCU > 0,5 et absence de bactériurie
. versus
Binaire . .
RPCU < 0,5 ou RPCU > 0,5 mais présence de
bactériurie
L <0,4x 1072
Binaire

versus > 0,4 x 102
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2. Association entre une exposition d’intérét et la durée de survenue
du déces

L’ensemble des données ont été analysées grace au logiciel XLSTAT Life Sciences.
La méthode employée était celle de Kaplan Meier, qui permettait le tracé de courbes de
survie.

Pour rappel, la date d’inclusion (JO) a été fixée au jour de la réalisation de 'examen
complémentaire ayant permis d’établir le diagnostic étiologique de I'hypercorticisme. La
date de point (date a partir de laquelle nous avons choisi de ne plus suivre les chiens) était
le 31/12/2020. L’événement étudié était le décés des individus (toutes causes
confondues).

Le temps de survie était le délai entre JO et soit 'événement, soit la censure (par
perte de vue ou par date de point).

Ensuite, le logiciel fournissait les temps de survie médians des différents groupes
pour chaque exposition d’intérét. Pour rappel, le temps de survie médian d’'un échantillon
correspond a la durée au bout de laquelle il est estimé que 50% des individus de
I'échantillon ont présentés I'événement (le déces toute cause dans notre étude). Puis, les
courbes de survie étaient comparées grace au test du log-rank, réalisé par le logiciel
XLSTAT. Le risque d’erreur de 1¢'¢ espéce a était fixé a 0,05. La valeur p était alors fournie
directement par le logiciel. Lorsque celle-ci était supérieure a 0,05, cela signifiait qu’il
n’existait pas de différence significative entre les différentes courbes de survie tracées
pour une méme exposition d’intérét. Lorsque celle-ci était inférieure a 0,05, cela signifiait
qu’il existait une différence significative entre les différentes courbes tracées pour chaque
exposition d’'intérét, sans toutefois pouvoir conclure sur l'origine de cette différence, n’étant
pas forcément attribuée a la courbe se distinguant visuellement des autres (pour les
variables en trois classes ou plus).

Notre analyse statistique était une analyse brute, c’est-a-dire non ajustée. Ainsi,
aucun biais de confusion n’a pu étre pris en compte, ne permettant pas l'inférence causale.
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I1l.Résultats

A. Caractéristiques épidémiologiques de I’échantillon étudié

Le Tableau 2 résume I'ensemble des caractéristiques épidémiologiques générales
des 80 chiens de notre échantillon.

Tableau 2 : Caractéristiques épidémiologiques générales de I’échantillon

Variables Total (n=80)
Femelles, % (n) 36,5 (40)
Castré/stérilisé, % (n) 42,5 (45)
Age médian a JO (en années) [IQR*] (min ; max) 11,119,2;13,3] (5; 16,2)
Chiens de 13 ans ou plus, % (n) 27,5 (22)
Temps de survie médian (en jours) [IQR] (min ;
ps de sun r:nax)( Jours) [IQR] (mi 638 [259 ; 1245] (1 ; 2698)

*IQR : intervalle interquartile

Le Tableau 3 résume I'ensemble des races qui étaient présentes dans notre
échantillon. Ce dernier se composait a 20% de chiens croisés. Les races majoritairement
représentées étaient les Yorkshire Terrier (18%), les Caniches (9%), les Bouledogues
francais (8%), les Bichons (6%) et les Cockers (5%).
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Tableau 3 : Répartition des races des 80 chiens de I’étude

Race Pourcentage (effectif)
Croisé 20 (16)
Yorkshire Terrier 17,5 (14)
Caniche 8,8 (7)
Bouledogue Francais 7,5 (6)
Bichon 6,3 (5)
Cocker 5 (4)
Teckel 3,8 (3)
American Staffordshire terrier 2,5(2)
Boxer 2,5(2)
Cavalier King Charles 2,5(2)
Griffon Vendéen 2,5(2)
Jack Russel Terrier 2,5(2)
Lhassa Apso 2,5(2)
Retrievers (Labrador Retriever et 2,5(2)
Golden Retriever)

Spitz 2,5(2)
West Highland White terrier 2,5(2)
Autres races 8,7 (7)

Le Tableau 4 résume la répartition et la famille des maladies intercurrentes
rencontrées dans notre échantillon au moment du diagnostic. Au total, 30 chiens (38%)
présentaient une maladie intercurrente au moment du diagnostic étiologique. Les maladies
cardiovasculaires, caractérisées par un examen échocardiographique, étaient les plus
fréquentes avec environ un quart des individus touchés (n = 20, 25%). Quelques chiens
présentaient des maladies endocriniennes autres que le syndrome de Cushing
(hypothyroidie exclusivement) (n = 8, 10%) et uro-néphrologiques (parmi lesquelles on
trouvait des cas de maladie rénale chronique (MRC), de glomérulonéphrite infectieuse et
hyperplasie glandulo-kystique de la prostate) (n = 3, 4%). Enfin, deux chiens présentaient
un processus néoplasique (cas de mastocytomes), et un chien présentait une affection
gastro-intestinale (pancréatite chronique). Par ailleurs, 5 chiens (6%) présentaient deux
maladies intercurrentes concomitamment.
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Tableau 4 : Maladies intercurrentes des 80 chiens inclus dans I'étude

Maladie intercurrente Pourcentage (effectif)
Maladies cardiovasculaires 25 (20)
Maladies endocriniennes 10 (8)
Maladies uro-néphrologiques 3,8 (3)
Processus néoplasique 2,5(2)
Maladie gastro-intestinale 1,2 (1)

B. Recueil des données médicales dans notre échantillon

Le Tableau 5 récapitule le nombre de données qui ont pu étre collectées pour chaque
exposition d’intérét.

Tableau 5 : Description des données médicales collectées pour les 80 chiens de

I’étude
Variables Pourcentage de chiens (et nombre) pour
lesquels le paramétre a pu étre recueilli %(n)
PAL 72,5 (58)
ALAT 66,3 (53)
Albuminémie 58,8 (47)
Phosphorémie 26,3 (21)
Pression artérielle systolique 36,3 (29)
Test de stimulation a TACTH 31,3 (24)
Test de freinage a la dexaméthasone 66,3 (53)
Protéinurie (bandelette urinaire) 86,3 (69)
Protéinurie (RPCU) 23,8 (19)
Présence de maladie intercurrente 100 (80)
Indice clinique 100 (80)
Taille de I'hypophyse 46,3 (37)
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Le Tableau 6 récapitule les données statistiques descriptives (médiane, premier et
troisitme quartile) de notre échantillon relatives aux différentes variables quantitatives
parmi les expositions d’intérét étudiées.

Tableau 6 : Description de la population pour les variables quantitatives étudiées

Variables Médiane (IQR)
PAL (UI/L) 357,5 (318,5-1501)
ALAT (UI/L) 101 (53-66)
Albuminémie (g/L) 33 (29,5-35,5)
Phosphorémie (mmol/L) 1,5(1,2-1,9)
Pression artérielle systolique (mmHQ) 140 (120-170)
Cortisolémie basale (nmol/L) 169,3 (36,9-246,7)
Cortisolémie post-ACTH (nmol/L) 1017,1 (825,5-1388,8)
Cortisolémie post-dexaméthasone (4h) 67,11 (29,5-113,3)
(nmol/L)
Cortisolémie post-dexaméthasone (8h) 111,52 (69,89-184,72)
(nmol/L)
Rapport P/B (x 102mm™) 0,32 (0,27-0,5)

Le Tableau 7, quant a lui, résume, pour chaque exposition d’intérét, la proportion
de chiens appartenant au groupe des « eXposés ».
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Tableau 7 : Proportion (nombre) de chiens « exposés » dans I’échantillon pour chaque

exposition d’intérét

Variables
Age
Sexe

Statut de stérilisation

Race

Maladies intercurrentes

Indice clinique (/5)

Pression artérielle systolique

PAL

ALAT

Albuminémie
Phosphorémie
Cortisol basal

Cortisolémie post-ACTH

Cortisolémies post-freinage a la
dexaméthadone

Protéinurie (bandelette urinaire)
Protéinurie (RPCU)

Taille de I'hypophyse (P/B)

Critéres
> 13 ans
Femelles
Stérilisés
Bouledogue Francais
Yorskshire Terrier
Caniche
Croisés
« Autres races »

> une maladie intercurrente

1 — 2 signes cliniques
3 signes cliniques
4 — 5 signes cliniques

> 160 mmHg

< 350 Ul/L
350 — 1200 Ul/L
> 1200 UI/L

<80 UI/L
80 — 160 UI/L
> 160 UI/L

Hypoalbuminémie
> 1,45 nmol/L
> 170 nmol/L

> 1015 nmol/L

At=4h:
> 68 nmol/L

At=8h:
> 112 nmol/L

> 2+ protéines sans bactériurie
RPCU > 0,5 sans bactériurie

> 0,4 x 107

% (n)
27,5 (22)
48,8 (39)
52,5 (42)
7,5 (6)
17,5 (14)
8,8 (7)

20 (16)
46,2 (37)

37,5 (30)

26,3 (21)
46,2 (37)
27,5 (22)

34,5 (10)

31 (18)
34,5 (20)
34,5 (20)
34 (18)
32 (17)
34 (18)
25,5 (12)

52,4 (11)
49,4 (37)
50 (12)

49,1 (26)

49,1 (26)
37,7 (26)

63,2 (19)
37,8 (14)

Page 66



0,9

0,8

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

C. Analyse de survie

1. Analyse de survie générale

La Figure 15 représente la courbe de survie de 'ensemble des individus inclus dans

I'étude. Ainsi, dans notre échantillon, le temps de survie médian était de 638 jours (soit

environ un an et neuf mois)

Figure 15 : Courbe de survie générale des 80 chiens inclus dans I’étude
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2. Analyse de survie univariée selon les données épidémiologiques
2.1 Analyse de survie univariée selon I’age au diagnostic

La Figure 16 représente les courbes de Kaplan-Meier selon 'age au diagnostic.
Dans notre échantillon, le temps de survie médian des chiens agés de moins de 13 ans
au moment du diagnostic (814 jours) était plus important que celui des chiens agés de
plus de 13 ans (415 jours). Mais ces deux temps de survie médians n’étaient pas
significativement différents (p = 0,08).

Figure 16 : Courbe de survie des chiens (n=80) selon I'age au moment du diagnostic
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2.2 Analyse de survie univariée selon le sexe

Dans notre échantillon, I'information sur le sexe était disponible pour la totalité des
individus. La Figure 17 représente les courbes de Kaplan-Meier selon le sexe.

Figure 17 : Courbe de survie des chiens (n=80) selon le sexe
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Dans notre échantillon, le temps de survie médian des chiens femelles (638 jours)
était plus court que celui des chiens méales (696 jours). Néanmoins, cette différence n’était
pas significative (p = 0,73).
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2.3Analyse de survie univariée selon le statut stérilisé ou non

Dans notre échantillon, l'information sur le statut stérilisé ou non était disponible
dans la majorité des cas. Néanmoins, les quelques individus pour lesquels I'information
n’était pas explicite ont été par défaut considérés comme non stérilisés. La Figure 18
représente les courbes de Kaplan-Meier selon le statut de stérilisation.

Figure 18 : Courbe de survie des chiens (n=80) selon le statut stérilisé ou non
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Dans notre échantillon, le temps de survie médian des chiens stérilisés au moment
du diagnostic (380 jours) était plus court que celui des chiens non stérilisés (ou pour
lesquels le statut n’était pas mentionné) (877 jours). Mais ces deux temps de survie
médians n’étaient pas significativement différents (p = 0,21).

Page 70

3000



2.4Analyse de survie selon larace

L’information sur la race était disponible chez la totalité des individus de notre
échantillon. La Figure 19 représente les courbes de Kaplan-Meier selon la race de I'animal.

Figure 19 : Courbe de survie des chiens (n=80) selon larace
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Dans notre échantillon, les temps de survie médians des Bouledogues Francais,
Yorkshire Terriers, Caniches, chiens croisés, et d’autres races étaient respectivement de
401,5 jours, 898 jours, 1252,5 jours, 651 jours et 510 jours. Ces temps de survie n’étaient
pas significativement différents les uns des autres (p = 0,47).
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2.5Analyse de survie selon la présence d’une maladie intercurrente

L’information sur la présence d’'une maladie intercurrente au moment du diagnostic
était disponible chez la totalité des individus de notre échantillon. La Figure 20 représente
les courbes de Kaplan-Meier selon la présence de maladie(s) intercurrente(s) au moment

du diagnostic.

Figure 20 : Courbe de survie des chiens (n=80) selon la présence de maladie intercurrente
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Dans notre échantillon, le temps de survie médian des chiens qui présentaient une
maladie intercurrente au moment du diagnostic (814 jours) n’était pas significativement
différent de celui des chiens qui ne présentaient pas de maladie intercurrente au moment

du diagnostic (594 jours ; p = 0,42).
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3. Analyse de survie univariée selon les données cliniques

3.1 Analyse de survie selon le nombre de signes cliniques
présentés

L’information sur le nombre de signes cliniques au moment de la présentation en
consultation était disponible chez la totalité des individus de notre échantillon. La Figure
21 représente les courbes de Kaplan-Meier selon 'indice clinique de I'animal au moment
du diagnostic.

Figure 21 : Courbe de survie des chiens (n=80) selon le nombre de signes cliniques
présentés
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Dans notre échantillon, les temps de survie médians des chiens qui présentaient
un indice clinique de 1-2/5, de 3/5 et de 4-5/5 étaient respectivement de 877 jours, 470
jours et 456 jours. Ces temps de survie n’étaient pas significativement différents les uns
des autres (p = 0,80).
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3.2 Analyse de survie selon la pression artérielle

L’information sur la pression artérielle systolique a I'admission était disponible chez
29 individus de notre échantillon. La Figure 22 représente les courbes de Kaplan-Meier
selon la présence d’'une hypertension artérielle systémique.

Figure 22 : Courbe de survie des chiens (n=29) selon la présence d’une hypertension artérielle

systémique
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Dans notre échantillon, le temps de survie médian des chiens qui présentaient une
hypertension artérielle systémique (1371 jours) était significativement supérieur a celui
des chiens qui ne présentaient pas d’hypertension artérielle systémique (331 jours ; p =
0,004). Ce résultat sera discuté plus loin.
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4. Analyse de survie univariée selon les données paracliniques
4.1 Analyse de survie selon les résultats de I’analyse biochimique
4.1.1 Analyse de survie selon I’enzymologie hépatique

4.1.1.1 Analyse de survie selon [activité
enzymatique des phosphatases alcalines

Dans notre échantillon, la valeur de I'activité enzymatique des PAL au moment du
diagnostic étiologique de la maladie de Cushing était disponible chez 58 individus.

Comme vu précédemment, I'activité enzymatique des PAL est une variable
guantitative, qui a di étre convertie en une variable qualitative pour l'utilisation de la
méthode de Kaplan-Meier. Le but n’était pas de savoir si la simple augmentation de
l'activité enzymatique des PAL était associée a une durée de survie plus courte ou non,
mais de savoir si 'intensité de cette augmentation I'était. Ainsi, il semblait plus pertinent
de transformer la variable en une variable qualitative ordinale en trois classes, plutét qu’en
variable binaire.

En l'absence de seuil clinique pertinent, les classes utilisées ont été définies de
facon statistique. En effet, les premier et deuxieme tertiles de la distribution des valeurs
de l'activité enzymatique des PAL dans notre échantillon ont été calculés, respectivement
a 357,68 UI/L et 1191,76 UI/L. Puis, les valeurs des tertiles ont été arrondies a des valeurs
faisant sens cliniquement parlant (respectivement 350 UI/L et 1200 UI/L).

Notre variable, initialement quantitative, a alors été convertie en variable qualitative
ordinale selon les trois classes suivantes : une activité enzymatique des PAL inférieure a
350 UI/L, comprise entre 350 et 1200 UI/L et supérieure a 1200 UI/L. La Figure 23
représente les courbes de Kaplan-Meier selon I'appartenance a I'une de ces trois classes.
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Figure 23 : Courbe de survie des chiens (n=58) selon I’activité enzymatique des
PAL
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Dans notre échantillon, le temps de survie médian des chiens qui présentaient une
activité enzymatique des PAL inférieure a 350 UI/L (873 jours) étaient plus de deux fois
supérieur aux temps de survie médian des chiens qui présentaient une activité
enzymatique des PAL comprise entre 350 et 1200 UI/L et ceux qui présentaient une
activité enzymatique des PAL supérieure a 1200 UI/L (respectivement 388 et 331 jours).
Néanmoins, ces temps de survie médians n’étaient pas significativement différents
(p =0,23).

41.1.2 Analyse de survie selon [Pactivité
enzymatique des alanine aminotransférases

Dans notre échantillon, la valeur de I'activité enzymatique des ALAT au moment du
diagnostic de la maladie de Cushing était disponible chez 53 individus.

De la méme fagon que pour les PAL, l'activité enzymatique des ALAT est une
variable guantitative, devant étre convertie en variable qualitative, et pour laquelle le but
n’était pas de savoir si une simple augmentation était associée a une durée de survie plus
courte ou non, mais de savoir si I'intensité de cette augmentation I'était.

La variable, quantitative, a donc également été transformée en variable qualitative
selon trois classes. En I'absence de seuil clinique pertinent, ces classes ont été définies
de facon statistique.
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En effet, le premier et le deuxiéme tertiles de notre distribution de valeurs d’activités
des ALAT ont été calculés, respectivement a 78,48 UI/L (ce qui signifie qu’'un tiers des
individus avaient une activité des ALAT inférieure a 78,48 UI/L) et 158,6 UI/L (ce qui
signifie qu’un tiers des individus avaient une activité des ALAT supérieure a 158,6 UI/L, le
tiers restant ayant donc une activité des ALAT comprise entre les deux valeurs calculées).
Puis, les valeurs des tertiles ont été arrondies a des valeurs faisant un sens cliniquement
parlant (respectivement 80 UI/L et 160 UI/L).

Notre variable, initialement quantitative, a alors pu étre convertie en variable
gualitative selon trois classes : une activité enzymatique des a 80 UI/L, comprise entre 80
et 160 UI/L et supérieure a 160 UI/L. La Figure 24 représente les courbes de Kaplan-Meier
selon I'appartenance a I'une de ces trois classes.

Figure 24 : Courbe de survie des chiens (n=53) selon I'activité enzymatique des ALAT
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Dans notre échantillon, les temps survie médians des chiens qui présentaient une
activité enzymatique des ALAT inférieure a 80 UI/L, comprise entre 80 et 160 UI/L et
supérieure a 160 UI/L étaient respectivement de 470, 314 et 456 jours. Ces temps de
survie médians n’étaient pas significativement différents (p = 0,68).
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4.1.2. Albuminémie

Dans notre échantillon, la valeur de I'albuminémie au moment du diagnostic était
disponible chez 47 individus.

Comme vu précédemment, I'albuminémie est une variable quantitative qui a été
transformée en variable binaire (hypoalbuminémie versus absence d’hypoalbuminémie),
la valeur seuil employée correspondant a la borne inférieure de lintervalle de référence
de lanalyseur utilisé. La Figure 25 représente les courbes de Kaplan-Meier selon la
présence ou non d’une hypoalbuminémie au moment du diagnostic.

Figure 25 : Courbe de survie des chiens (n=47) selon I'albuminémie
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Dans notre échantillon, le temps de survie médian des chiens qui présentaient une
hypoalbuminémie (426 jours) n’était pas significativement différent de celui des chiens qui
ne présentaient pas d’hypoalbuminémie (380 jours ; p=0,54).
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4.2 Analyse de survie selon la phosphorémie

Dans notre échantillon, la valeur de la phosphorémie au moment du diagnostic était
disponible chez 21 individus.

Pour rappel, la variable quantitative a été codée en une variable binaire en prenant

by

pour valeur seuil celle décrite dans la littérature, a savoir 1,45 mmol/L
(Fracassi et al., 2015). Pour rappel, dans I'étude de Fracassi et collaborateurs, une
phosphorémie plasmatique supérieure a 1,45 mmol/L était associé a une durée de survie
plus courte. La Figure 26 représente les courbes de Kaplan-Meier selon la valeur de la
phosphorémie.

Figure 26 : Courbe de survie des chiens (n=21) selon la phosphorémie
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Dans notre échantillon, le temps de survie médian des chiens qui présentaient une
phosphorémie supérieure a 1,45 mmol/L (776 jours) n’était pas significativement différent
de celui des chiens qui présentaient une phosphorémie inférieure a 1,45 mmol/L (456
jours ; p = 0,29).
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4.3 Analyse de survie selon les données des tests de confirmation
4.3.1 Analyse de survie selon la cortisolémie basale

Dans notre échantillon, tous les chiens (soit 80 individus) ont fait I'objet d’un test de
confirmation de I'hypercorticisme (test de stimulation a TACTH ou test de freinage a la
dexaméthasone), condition sine qua none a I'établissement du diagnostic de la maladie
de Cushing. Néanmoins, du fait de dossiers Clovis parfois incomplets, la valeur du cortisol
basal n’était pas disponible chez cing individus. Ainsi, pour cette variable, 75 valeurs ont
pu étre récoltées.

La cortisolémie est une variable quantitative. Pour la réalisation de I'analyse de
survie (Figure 27), elle a été convertie en une variable qualitative binaire, avec comme
valeur seuil la médiane des cortisolémies basales de notre distribution (169,3 nmol/L),
arrondie a un seuil faisant cliniguement du sens, a savoir 170 nmol/L.

Figure 27 : Courbe de survie des chiens (n=75) selon la cortisolémie basale
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Dans notre échantillon, le temps de survie médian des chiens qui présentaient une
cortisolémie basale inférieure & 170 nmol/L (895 jours) était plus de deux fois plus long
gue le temps de survie médian des chiens qui présentaient une cortisolémie basale
supérieure a 170 nmol/L (415 jours). La différence entre ces temps de survie médian était
statistiguement significative (p=0,007).
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4.3.2 Analyse de survie selon les données du test de
stimulation a ’ACTH

Dans notre échantillon, 24 individus ont fait 'objet d’un test de stimulation a 'TACTH
afin de mettre en évidence la présence d’un hypercorticisme.

Comme précédemment, la cortisolémie post-ACTH a été convertie en une variable
qualitative binaire pour l'analyse de survie (Figure 28), en prenant la médiane de
cortisolémie post-ACTH de notre distribution (& savoir 1017,14 nmol/L) arrondie a une
valeur seuil faisant un sens cliniquement parlant (soit 1015 nmol/L).

Figure 28 : Courbe de survie des chiens (n=24) selon la cortisolémie post-ACTH
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Dans notre échantillon, le temps de survie médian des chiens qui présentaient une
cortisolémie post-ACTH inférieure a 1015 nmol/L (898 jours) et celui des chiens qui
présentaient une cortisolémie post-ACTH supérieure a 1015 nmol/L (804 jours) étaient
n’étaient pas significativement différents (p=0,44).

4.3.3 Analyse de survie selon les données du test de
freinage a la dexaméthasone a dose faible

Dans notre échantillon, 53 chiens ont fait 'objet d'un test de freinage a la
dexaméthasone dose faible afin de mettre en évidence la présence d’un hypercorticisme.

Comme précédemment, les cortisolémies a t = 4h et t = 8h ont été converties en
variables binaires, en prenant respectivement les médianes des cortisolémies de notre
distribution (respectivement 67,11 nmol/L et 111,52 nmol/L), arrondies a des valeurs seuils
faisant un sens cliniquement parlant (respectivement 68 nmol/L et 112 nmol/L).
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4.3.3.1 Cortisolémie a t = 4h post-freinage
La Figure 29 représente les courbes de Kaplan-Meier selon la cortisolémie post-
freinage a 4h.

Figure 29 : Courbe de survie des chiens (n=53) selon la cortisolémie at = 4h post-freinage
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Dans notre échantillon, le temps de survie médian des chiens qui présentaient une
cortisolémie a t = 4h post-freinage inférieure a 68 nmol/L (456 jours) était plus important
gue celui des chiens qui présentaient une cortisolémie a t = 4h post-freinage supérieure a
68 nmol/L (388 jours). Néanmoins, ces temps de survie médians n’étaient pas
significativement différents (p = 0,28).
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4.3.3.2 Cortisolémie at = 8h post-freinage

La Figure 30 représente les courbes de Kaplan-Meier selon la cortisolémie post-
freinage a 8h.

Figure 30 : Courbe de survie des chiens (n=53) selon la cortisolémie at = 8h
post-freinage
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Dans notre échantillon, le temps de survie médian des chiens qui présentaient une
cortisolémie a t = 8h post-freinage inférieure a 112 nmol/L (380 jours) était plus court que
celui des chiens qui présentaient une cortisolémie a t = 8h post-freinage supérieure a 112
nmol/L (415 jours). Néanmoins, ces temps de survie médians n’étaient pas
significativement différents (p = 0,34).
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4.4 Analyse de survie selon les données de I’analyse urinaire

4.4.1 Analyse de survie selon la protéinurie objectivée
par bandelette urinaire

Dans notre échantillon, les informations relatives a la bandelette urinaire étaient
disponibles chez 69 individus. La Figure 31 représente les courbes de Kaplan-Meier selon
la présence d’'une protéinurie a la bandelette urinaire.

Figure 31 : Courbe de survie des chiens (h=69) présentant une protéinurie (sans bactériurie) ou
non, objectivée a la bandelette urinaire
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Dans notre échantillon, le temps de survie médian des chiens qui présentaient une
protéinurie sans bactériurie a la bandelette urinaire (594 jours) n’était pas significativement
différent de celui des chiens qui ne présentaient pas de protéinurie (456 jours ; p = 0,75).

4.4.2 Analyse de survie selon la protéinurie objectivée
par la mesure du RPCU

Dans notre échantillon, la valeur du RPCU était disponible chez 19 chiens. Comme
vu précédemment, les individus étaient considérés protéinuriques s’ils présentaient un
RPCU supérieur ou égal a 0,5 en 'absence de bactériurie (attestée par un ECBU négatif
ou, a défaut, par I'absence de bactérie visualisable a 'examen du culot urinaire). La Figure
32 représente les courbes de Kaplan-Meier selon la présence d’une protéinurie objectivée
par la mesure du RPCU.
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Figure 32 : Courbe de survie des chiens (n=19) selon la valeur du rapport
cortisol/créatinine urinaire
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Dans notre échantillon, le temps de survie médian des chiens qui présentaient un
RPCU supérieur ou égal a 0,5 en I'absence de bactériurie (651 jours) n’était pas
significativement différent de celui des chiens qui présentaient un RPCU inférieur a 0,5
(ou compris entre 0,5 et 2 mais avec présence d’une bactériurie) (456 jours ; p = 0,75).

5. Analyse de survie selon les données de I'examen
tomodensitométrique

Dans notre échantillon, 37 individus ont fait l'objet dun examen
tomodensitométrique de la téte.

Comme précédemment, la variable étudiée était le rapport P/B, a savoir le rapport
entre la hauteur de I'hypophyse et la hauteur de I'encéphale. Cette donnée était fournie
dans le compte rendu de I'examen. La variable, quantitative, a été convertie en une
variable binaire, en prenant 0,4x102 mm1 comme valeur seuil. En effet, comme vu
précédemment, il s’agit de la valeur en-dessous de laquelle on parle de microadénome et
au-dessus de laquelle on parle de macroadénome (Granger et al., 2005). La Figure 33
représente les courbes de Kaplan-Meier selon la valeur du rapport P/B.
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Figure 33 : Courbe de survie des chiens (n=37) selon la mesure du rapport P/B
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Dans notre échantillon, le temps de survie médian des chiens qui présentaient un
rapport P/B inférieur a 0,4x102 mm-? (765 jours) était plus court que celui des chiens qui
présentaient un rapport P/B supérieur a 0,4x102 mm- (855 jours). Néanmoins, ces deux

temps de survie médians n’étaient pas significativement différents (p = 0,68).
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IV. Discussion

L’objectif initial de notre étude était la recherche de facteurs de risques de déces
potentiels chez les chiens de France atteints de la maladie de Cushing, c’est-a-dire de
rechercher une association statistique entre la durée de survenue du déces et les
différentes expositions d’intérét présentées, comprenant des données épidémiologiques,
cliniques et paracliniques, sans toutefois établir de lien de causalité. En effet, & ce jour,
peu d’études se sont intéressées a la recherche de facteurs pronostiques chez les chiens
atteints d’hypercorticisme, toutes origines confondues.

Pour rappel, notre étude était une étude de cohorte rétrospective, portant sur un
effectif global de 80 chiens atteints de la maladie de Cushing et pris en charge au Centre
Hospitalier Universitaire Vétérinaire d’Alfort qui constituaient notre échantillon. Notre
population cible étaient les chiens atteints de la maladie de Cushing en France.

A. Discussion sur les résultats relatifs aux différentes
expositions d’intérét

1. Discussion sur les données épidémiologiques
1.1 Discussion sur I’age au diagnostic

Dans notre échantillon, 'age médian au moment du diagnostic de la maladie de
Cushing était de 11,1 ans, avec un IC a 95% de [9,2 ; 13,3] ans. Néanmoins, comme vu
précédemment, 89% des chiens atteints de la maladie de Cushing sont 4gés de plus de 6
ans, et 75% d’entre eux sont &gés de plus de 9 ans (Feldman et al., 2015). L’age au
diagnostic mis en évidence dans notre échantillon est donc trés tardif et suggéere peut-étre
un retard dans I'établissement du diagnostic. Ce retard dans I'établissement du diagnostic
peut étre lié & une reconnaissance tardive des signes cliniques par les propriétaires a
identifier les signes cliniques évocateurs d’'un hypercorticisme. Ainsi, il semble important
d’améliorer la sensibilisation des propriétaires a la maladie de Cushing, notamment
lorsque leur chien appartient a une race potentiellement a risque, en les éduquant sur les
principaux signes d’appels (notamment polyuro-polydypsie, polyphagie, distension
abdominale, Iéthargie et présence de signes cutanés).

L’age au diagnostic est 'un des seuls éléments a avoir été identifié comme facteur
pronostique de I'hypercorticisme dans les études précédentes. En effet, dans la plus
récente étude portant sur les facteurs de risque de déces chez les chiens atteints
d’hypercorticisme, un age supérieur a 13 ans au moment du diagnostic était associé a une
durée de survie plus courte (Schofield et al., 2020). De la méme fagon, dans leur étude,
Fracassi et al. montraient qu’'un age au diagnostic supérieur a 10 ans était un facteur
pronostic négatif (Fracassi et al., 2015) Ce résultat était en accord avec les données des
études plus anciennes (Barker et al., 2005 ; Clemente et al., 2007). Néanmoins, ce résultat
n’est guére surprenant dans la mesure ou I'espérance de vie d’un individu diminue avec
'avancée de son age, et on s’attendait donc a obtenir le méme résultat dans notre étude.
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La valeur seuil de 13 ans a été choisie afin de comparer directement nos résultats
avec ceux de I'étude de Schofield et al., étant a ce jour la plus récente étude ayant étudié
les facteurs de risque de décés chez les chiens atteints d’hypercorticisme. Pour rappel,
dans notre échantillon, le temps de survie médian des chiens 4gés de moins de 13 ans au
moment du diagnostic (814 jours) était plus important que celui des chiens agés de plus
de 13 ans (415 jours). Ces deux temps de survie médians n’étaient pas significativement
différents. Néanmoins, il est probable que notre résultat ait manqué de puissance
statistique.

L’age au diagnostic est une exposition d’intérét complexe assortie d’'un nombre
important de facteurs de confusion potentiels que nous décrirons plus loin. Aussi, toutes
les études n’ont pas identifié 'dge au diagnostic comme facteur pronostique. Enfin, méme
si 'age au diagnostic n’était pas associé la durée de survie dans notre échantillon, il
semble pertinent d’encourager a établir le diagnostic le plus t6t possible dans la vie de
'animal, afin de mettre en place la démarche thérapeutique et le suivi au plus tét.

1.2 Discussion sur le sexe et le statut stérilisé

Dans notre échantillon, les femelles étaient minoritaires (36,5%), contrairement aux
données des études publiées au sein desquelles les femelles représentent 58 a 75% des
cas d’hypercorticisme (toutes causes confondues) (Bennaim et al., 2019a). Néanmoins,
comme vu précédemment, I'existence d’'une prédisposition liée au sexe est fortement
controversée, et de nouvelles études sont nécessaires. De plus, dans notre échantillon,
un peu moins de la moitié des individus étaient stérilisés (45%).

Dans notre échantillon, les temps de survie médians des males et des femelles
(respectivement 696 et 638 jours) n’étaient pas significativement différents (p=0,73).
Aussi, le temps de survie médian des individus stérilisés était plus court que celui des
chiens non stérilisées (380 jours versus 877 jours), néanmoins sans différence statistique
significative. Or, compte-tenu de I'écart entre ces médianes de survie, il est probable que
notre résultat ait un manque de puissance statistique.

Ainsi, dans notre échantillon, il n’existait pas d’association brute entre la durée de
survenue du déces et le sexe, d’'une part, ou le statut stérilisé, d’autre part. Aucune étude,
a ce jour, n‘aidentifié le sexe ou la stérilisation comme potentiel facteur de risque de déces
chez les chiens atteints de la maladie de Cushing, ou d’hypercorticisme de fagon générale.
Ce résultat est alors en accord avec les données bibliographiques disponibles.

Néanmoins, il est possible que des individus aient été classés non stérilisés alors
qu’ils I'étaient. En effet, lorsque le statut n’était pas précisé dans le dossier, I'animal était,
par défaut, considéré non stérilisé, a l'origine d’'un possible biais de classement non
différentiel dont nous discutons partie C.1.

Page 88



1.3 Discussion sur larace

Comme vu précédemment, toutes les races peuvent étre touchées par la maladie
de Cushing. Néanmoins, certaines races, principalement de petites tailles, semblent
présenter une prédisposition au développement de cette affection telles que le Teckel
(3,8% de notre échantillon), le Bichon (6,5% de notre échantillon), le Cavalier King Charles
(2,5% de notre échantillon), le Yorkshire Terrier (17,5% de notre échantillon), le Caniche
(8,8% de notre échantillon), le Jack Russel Terrier (2,5% de notre échantillon) et le Fox
terrier (Ling et al., 1979 ; O'Neill et al., 2016 ; Carotenuto et al., 2019).

Dans notre échantillon, la quasi-totalité des races prédisposées étaient
représentées. De plus, la race Bouledogue Francais, peu évoquée par la littérature, était
largement représentée (6% de notre échantillon). Ainsi, cing groupes de race ont été
formés : Bouledogue Francais, Yorkshire Terrier, Caniches, Croisés et « Autres races ».
Pour rappel, il n’existait pas de différence significative entre les temps de survie médians
des différentes classes de race.

La seule étude ayant recherché une association entre la race et la durée de
survenue du déces est celle de Schofield et ses collaborateurs. Dans son étude, les chiens
étaient regroupés en sept classes : Bichon, Jack Russel Terrier, Staffordshire Bull Terrier,
Yorskshire Terriers, Croisés et « Autres races ». De la méme fagon, il n’existait pas
d’association significative entre I'appartenance a un de ces groupes et la durée de survie.
(Schofield et al., 2020) Ainsi, méme si les classes de race ne sont pas strictement
identiques, notre résultat est cohérent avec les données bibliographiques disponibles a ce
jour.

1.4Discussion sur la présence de maladie(s) intercurrente(s)

Comme vu précédemment, 38% des chiens de I'étude présentaient une maladie
intercurrente au moment du diagnostic (cardiovasculaire, endocrinienne, uro-
néphrologique, néoplasique ou gastro-intestinale). Dans notre étude, nous étudions, de
fagon binaire, la présence ou non de maladie intercurrente au moment du diagnostic de la
maladie de Cushing, indépendamment du nombre et de la nature de celle(s)-ci. Il n’existait
pas d’association brute significative entre la présence d’'une maladie intercurrente et la
durée de survenue du déces.

Ce résultat est cohérent avec ceux présentés dans les études de Fracassi et al. et
de Schofield et al., ou la présence de maladie intercurrente au moment du diagnostic
n’était pas non plus associée a la durée de survie (Fracassi et al., 2015 ; Schofield et al.,
2020).

Dans notre étude, aucune distinction n’a été faite entre les différentes affections
chroniques étudiées. Néanmoins, si nous avions séparés les différents types, nous aurions
eu un nombre tres important de données manquantes, et, ce faisant, une puissance
statistique tres faible.
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Dans leur étude, Schofield et al. ont également recherché spécifiquement une
association entre la présence d’'un diabéte sucré au moment du diagnostic et la durée de
survie, mais qui n’était pas présente (Schofield et al., 2020).

Néanmoins, il est possible que des erreurs de classement aient été commises sur
la présence de maladie(s) intercurrente(s), a I'origine d’un biais de classement dont nous
discutons partie C.1

2. Discussion sur les données cliniques
2.1 Discussion sur I’indice clinique

Dans notre échantillon, tous les animaux présentaient au moins 'un des
signes cliniques étudiés: PUPD, polyphagie, distension abdominale, léthargie ou
présence de signes cutanés. Le signe clinique le plus fréquemment rencontré était la
PUPD (présent chez 75% des individus). Ce résultat est cohérent avec les données
bibliographiques. En effet, 82 a 91% des chiens atteints d’hypercorticisme présente de la
polyuro-polydypsie (Ling et al., 1979 ; Peterson, 1984 ; Reusch et Feldman, 1991 ;
Bennaim et al., 2019b).

Dans I'étude de Fracassi et ses collaborateurs, les mémes signes cliniques ont été
étudiés. Dans cette étude, les individus étaient divisés en deux groupes: ceux qui
présentaient moins de quatre signes cliniques a I'admission, et ceux qui en présentaient
au moins quatre. |l n’existait pas d’association entre le nombre de signes cliniques
présentés et la durée de survie (Fracassi et al., 2015).

Pour rappel, dans notre étude, les individus ont été divisés en trois classes : ceux
qui présentaient un ou deux signes cliniques, ceux qui présentaient trois signes cliniques
et ceux qui présentaient quatre ou cing signes cliniques. En accord avec les données
bibliographiques disponibles, il n’existait pas d’association statistique entre le nombre de
signes cliniques présentés et la durée de survenue du déces.

2.2 Discussion sur la pression artérielle systémique

Comme vu précédemment, I'hypercorticisme est accompagné d'une
hypertension artérielle systémique Iégere a modérée dans 31 a 86% des cas, et est, la
plupart du temps, sans conséquence clinique (Ettinger et al., 2017). Dans notre
échantillon, la prévalence de I'hypertension artérielle était de 34%, ce qui concorde avec
les données bibliographiques.

Dans les études de Fracassi et al. et de Schofield et al., 'hypertension artérielle
systémique a été étudiee comme facteur pronostique potentiel. Néanmoins, aucune
association n'a été mise en évidence entre la présence d’une hypertension artérielle
(= 160 mmHg) et la durée de survenue du déces (Fracassi et al., 2015 ; Schofield et al.,
2020). On s’attendait donc a retrouver un résultat similaire dans notre étude.
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Pour rappel, dans notre échantillon, le temps de survie médian des chiens qui
présentaient une hypertension artérielle systémique (1371 jours) était significativement
supérieure a celui des chiens qui ne présentaient pas d’hypertension artérielle systémique
(331 jours). Ce résultat était trés surprenant, car on s’attendait, en accord avec les
résultats de la littérature énonceés, a une absence d’association entre I'hypertension et la
durée de survie.

De plus, en raisonnant d’'un point de vue clinique et connaissant les effets délétéres
gue peut causer une hypertension artérielle systémique, notamment sur les organes cibles
que sont le cceur, les reins, 'encéphale et les yeux, il semble peu probable que celle-ci
puisse étre un facteur pronostique positif (Acierno et al., 2018). Ainsi, la confiance que
nous accordons dans ce résultat est plutot faible.

En effet, dans notre échantillon, seulement 29 individus ont fait 'objet d'une mesure
de la pression artérielle, dont seulement 10 appartenant au groupe des exposes (a savoir
ceux ayant une pression artérielle supérieure a 160 mmHg). De plus, au sein de ce groupe,
seulement 5 événements ont été recensés. Du fait d’'un nombre important de données
manquantes et d’événements sur cette exposition d’intérét, la puissance statistique de
'analyse est donc ici trés peu satisfaisante, et la confiance que nous accordons a ce
résultat est alors trés limitée.

De plus, la méthode de classification des individus entre exposés et non-exposés
est discutable. En effet, celle-ci a été décidée sur une mesure de pression artérielle unique,
qui plus est dans un contexte hospitalier particulierement stressant, alors que le diagnostic
d’'une hypertension artérielle systémique repose sur la réalisation de plus de deux mesures
de pression artérielle (ainsi que la présence de signes cliniques le cas échéant) (Acierno
et al., 2018). Il est alors possible que des individus aient été, par exces, considérés comme
hypertendus, a l'origine d’'un biais de classement non différentiel que nous décrirons
partie C.1.

3. Discussion sur les données relatives a I’examen biochimique et au
ionogramme

3.1Discussion sur ’enzymologie hépatique

Comme vu précédemment, I'augmentation de I'activité des PAL est 'anomalie
biochimique la plus fréquemment rencontrée (76% a 100% des cas d’hypercorticisme),
avec des élévations trés marquées (plus de 10 fois la valeur supérieure de l'intervalle de
référence) (Bennaim et al., 2019a). La mesure de l'activité¢ des PAL est un examen
d’orientation peu spécifique mais incontournable dans la démarche diagnostique de la
maladie de Cushing, disponible chez 72,5% des individus de notre échantillon.
L’augmentation de I'activité enzymatique des ALAT est également trés frequente (80-95%
des cas) mais se veut légére a modérée (Bennaim et al., 2019a).
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Pour rappel, dans notre étude, les individus ont été divisés en trois classes selon
l'activité des PAL (< 350 UI/L, 350-1200 UI/L, > 1200 UI/L). Le temps de survie médian
des individus avec l'activité des PAL inférieure a 350 UI/L était deux fois plus longs que
ceux ayant une activité des PAL comprise entre 350 et 1200 UI/L ou supérieure a 1200
UI/L. Néanmoins, ces temps de survie médians n’étaient pas significativement différents.

De la méme facgon, les individus ont été divisés en trois classes selon I'activité des
ALAT (<80 UI/L, entre 80 et 160 UI/L et 160 UI/L). Il n’existait pas de différence significative
entre les temps de survie médians des différentes classes.

Nos résultats sont cohérents avec les données bibliographiques disponibles a ce
jour. En effet, Fracassi et ses collaborateurs sont les seuls a avoir recherché une
association entre la valeur de l'activité des enzymes hépatique et la survie. Dans son
étude, les valeurs d’'activité des PAL et ALAT n’étaient pas associées a la durée de
survenue du déceés (Fracassi et al., 2015).

3.2Discussion sur I’'albuminémie

Dans notre étude, 25,5% des chiens présentaient une hypoalbuminémie au
moment du diagnostic de la maladie de Cushing. Dans la littérature, la seule étude ayant
recherché I'albuminémie comme facteur pronostique chez les chiens atteints de la maladie
de Cushing est celle de Fracassi et ses collaborateurs, dans laquelle il n’existait pas
d’association significative entre cette exposition d’intérét et la durée de survie. Pour rappel,
dans notre échantillon, le temps de survie médian des chiens qui présentaient une
hypoalbuminémie (426 jours) n’était pas significativement différent de celui des chiens qui
ne présentaient pas d’hypoalbuminémie (380 jours). Notre résultat est donc en accord
avec les données bibliographiques, bien que les études sur le sujet soient encore limitées
en nombre a ce jour.

3.3 Discussion sur la phosphorémie

La phosphorémie est le seul parameétre bioclinique a avoir été identifi€ comme un
facteur pronostique de la maladie de Cushing. En effet, dans I'étude de Fracassi, une
phosphorémie supérieure a 1,45 mmol/L était associée a une durée de survie
significativement plus courte (Fracassi et al., 2015).

Nos résultats n’étaient pas en accord avec ceux de I'étude de Fracassi. En effet, le
temps de survie médian des chiens qui présentaient une phosphorémie inférieure a 1,45
mmol/L était plus court que celui des chiens qui présentaient une phosphorémie
supérieure a 1,45 mmol/L. Cette différence n’était, néanmoins, pas significative.

Pour cette exposition d’intérét, nous n’avons récolté les valeurs de phosphorémie
que de 21 animaux. Le nombre de données manquantes rend I'interprétation de ce résultat
délicate car ce dernier manque de puissance statistique (en comparaison, I'étude de
Fracassi comportait 85 valeurs de phosphorémie).
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Il serait donc intéressant de poursuivre le relevé des valeurs de phosphorémie des
individus pour lesquels le diagnostic de maladie de Cushing est établi au Centre
Hospitalier Universitaire d’Alfort, et de recommencer I'analyse de survie sur un plus grand
nombre d’individus.

4. Discussion sur la protéinurie

Il a été démontré que la médiane de survie des chats atteints de MRC était
significativement diminuée lorsque ceux-ci présentent une protéinurie défini par un RPCU
supérieur a 0,4 (Syme et al., 2006).

Plus largement, les auteurs s’accordent a dire que la présence d’'une protéinurie
d’origine rénale est un élément pronostique défavorable, quelgue soit la cause exacte
(Lees et al.,, 2005). En effet, les protéines contenues dans l'urine en contact avec
I'épithélium tubulaire sont des éléments pro-inflammatoires et pro-fibrosants, a l'origine
d’'une dégradation de la fonction rénale.

Ainsi, on pourrait raisonnablement s’attendre a ce que la protéinurie soit également
associée a un pronostic péjoratif chez les chiens atteints de la maladie de Cushing.

Pour rappel, bien que sa pathogénie ne soit encore entierement élucidée, il
semblerait que la protéinurie chez les chiens atteints d’hypercorticisme soit la
conséquence d’une glomérulosclérose secondaire a I'hypertension artérielle systémique.
Celle-ci est rencontrée dans 62 & 80% des cas (Bennaim et al., 2019a). En comparaison,
dans notre étude, 37,7% des chiens atteints de la maladie de Cushing présentaient une
protéinurie objectivable a la bandelette urinaire et 63,2% présentaient un RPCU supérieur
a 0,5. Cette différence (bandelette urinaire versus RPCU) peut s’expliquer par le fait que,
frequemment, le RPCU n’est réalisé que lorsque que la protéinurie a été observée (ou
fortement suspectée) a la bandelette urinaire. On peut néanmoins s’interroger sur la
sensibilité de la bandelette urinaire dans la détection de la protéinurie de fagon générale
(estimée a 81,2% si I'on considére le résultat positif dés une croix de protéine mais
seulement 32,9% si I'on considére le résultat positif dés deux croix (Grauer, 2011)), mais
aussi tout particulierement chez les chiens atteints de la maladie de Cushing qui
présentent fréquemment une diminution de la densité urinaire (avec une densité urinaire
inférieure a 1,015 dans 60% des cas (Ling et al., 1979)), a l'origine d’'un nombre augmenté
de faux négatifs a la bandelette urinaire. Ainsi, on peut s’interroger sur l'intérét potentiel
de systématiser la mesure du RPCU pour les chiens chez qui 'on suspecte ou
diagnostique un hypercorticisme.
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La seule étude ayant recherché la protéinurie comme facteur de risque de
déces potentiel des chiens atteints de la maladie de Cushing est celle de Fracassi et ses
collaborateurs. Dans cette étude, la donnée étudiée était le RPCU (la valeur seuil utilisée
n’était pas spécifiée), et celui-ci n’était pas associé a la durée de survie (p=0,78). Dans
notre échantillon, les temps de survie médians étaient similaires entre les chiens qui
présentaient une protéinurie et ceux qui n’en présentaient pas (que celle-ci ait été
objectivée a la bandelette urinaire ou par la mesure du RPCU)

Néanmoins, la fiabilité de nos résultats peut étre discutée. Le premier point de
discussion réside dans l'identification de la protéinurie. Comme vu précédemment, par un
défaut de sensibilité, des individus chez qui seule une bandelette urinaire a été réalisée
ont pu étre classés « non protéinuriques » alors qu’ils I'étaient, a I'origine d’un possible
biais de classement non différentiel.

Le deuxieme point de discussion réside dans la localisation peu rigoureuse de la
protéinurie. En effet, comme dit précédemment, celle-ci est un élément pronostique
défavorable lorsqu’elle est d’origine rénale. Dans notre étude, nous avons essayé€, autant
que possible, d’identifier les individus présentant une protéinurie post-rénale, c’est-a-dire
secondaire a une ITU, complication fréquente lors d’hypercorticisme. L’idéal, pour ce faire,
était la réalisation d’'un ECBU. Néanmoins, celui-ci n’a été réalisé que chez quatre des
chiens inclus dans I'étude. La méthode, par défaut, d’objectiver une bactériurie était la
présence ou I'absence de bactéries visibles a 'examen du culot urinaire.

Néanmoins, celle-ci peut étre faussée par une contamination des pots de colorants,
une mauvaise coloration de la lame ou encore une erreur de lecture par 'opérateur
(risques majorés dans un contexte hospitalier universitaire). Ainsi, des individus ont pu,
par erreur, étre considérés « protéinuriques » alors que la protéinurie était d’origine post-
rénale, dans un contexte d’ITU non détectée, causant ainsi un nouveau biais de
classement non différentiel.

Ainsi, il conviendrait de renouveler I'analyse de survie, en systématisant le mesure
du RPCU et 'TECBU chez tous les animaux pour lesquels un syndrome de Cushing est
suspecté et/ou avéré.
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5. Discussion sur les données relatives aux tests de caractérisation
de I’hypercorticisme

5.1 Discussion sur la cortisolémie basale

Dans notre étude, la cortisolémie basale était disponible chez 75 individus. En effet,
'ensemble des individus a fait I'objet d’au moins un test de caractérisation de
I'hypercorticisme (stimulation a ’ACTH ou freinage a la dexaméthasone) et donc ce faisant
d’'une mesure de la cortisolémie basale. Néanmoins, les valeurs n’étaient pas renseignées
dans les dossiers de cing individus.

Le but de notre étude n’était pas d’étudier 'augmentation simple de la cortisolémie,
attendue chez l'ensemble des animaux atteints d’hypercorticisme, mais plutdét de
rechercher une valeur seuil au-dela de laquelle la durée de survie était diminuée. En
'absence de données bibliographiques, la médiane de notre distribution, arrondie a une
valeur faisant cliniquement du sens, a été choisie, a savoir 170 nmol/L.

Dans notre échantillon, le temps de survie médian des chiens qui présentaient une
cortisolémie basale inférieure a 170 nmol/L était deux fois plus long que celui des chiens
qui présentaient une cortisolémie basale supérieure a 170 nmol/L, avec une différence
significative. Par ailleurs, les courbes de survie des deux groupes (exposeés versus non-
exposés) présentaient un nombre d’événements important (respectivement 28), rendant
la puissance statistique de ce résultat satisfaisante.

La cortisolémie basale a été étudiée comme exposition d’intérét dans les études
de Fracassi et al. et Schofield et al. Néanmoins, dans les deux études, il n’existait pas
d’association brute significative entre la cortisolémie basale et la durée de survie (Fracassi
et al., 2015 ; Schofield et al., 2020). Dans I'étude de Kent et al., plus ancienne, une
élévation de la cortisolémie pré-ACTH était associée de facon non significative a une
durée de survie plus courte (p < 0,20). Dans cette étude, la valeur seuil employée n’était
pas précisée (Kent et al., 2007).

Ainsi, il aurait été intéressant d’aller plus loin dans I'exploitation de notre résultat,
notamment en utilisant un modéle de Cox brut afin de quantifier cette association par le
calcul d’'une valeur de risque relatif (ou d’Odd Ratio).

Pour aller encore plus loin, cette exposition d’'intérét aurait pu étre intégrée a un
modele multivarié afin de rechercher I'existence ou non d’un lien de causalité entre la
cortisolémie basale et la durée de survenue du déces. En effet, sans prise en compte des
nombreux facteurs de confusion potentiels existants et ajustement sur ces derniers,
'association brute mise en évidence ici ne présume en rien de I'existence d’un lien de
causalité entre I'exposition et 'événement étudié.
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Néanmoins, en imaginant que la cortisolémie basale puisse étre identifiee comme
un facteur pronostique, I'application clinique de ce résultat devra étre prudente car la
cortisolémie est une donnée assortie de variations quotidiennes importantes et soumise a
'environnement de I'individu.

5.2 Discussion sur les données relatives au test de stimulation a
I’ACTH

La cortisolémie post-ACTH a également été étudiée comme facteur de risque de
déces potentiel dans les études de Fracassi et al. et Schofield et al. Néanmoins, dans
'une comme dans l'autre, il n’existait pas d’association entre la cortisolémie post-ACTH et
la durée de survenue du déces (Fracassi et al., 2015 ; Schofield et al., 2020). Dans notre
échantillon, 24 individus ont fait I'objet d’'un test de stimulation a TACTH. Avec une valeur
seuil de 1015 nmol/L (médiane de la distribution arrondie a l'unité), il n’y avait pas
d’association brute entre la cortisolémie post-ACTH et la durée de survie, ce qui concorde
avec les données bibliographiques disponibles.

5.3 Discussion sur les données relatives au test de freinage a la
dexaméthasone dose faible

Les valeurs de cortisolémie a t = 4h et t = 8h post-freinage a la dexaméthasone ont
aussi été étudiées comme facteurs de risque de déces potentiels par Fracassi et ses
collaborateurs. Dans leur étude, il n'existait pas d’association entre I'un ou l'autre de ces
valeurs et la durée de survie.

Dans notre échantillon, 53 individus ont fait I'objet d’'un test de freinage a la
dexaméthasone a dose faible. Avec des valeurs seuils de cortisolémie at=4hetat=8h
post-freinage de 68 nmol/L et 112 nmol/L respectivement (médianes des distributions
respectives arrondies a l'unité), il n’y avait pas d’association brute entre la durée de
survenue du déces et la cortisolémie a t = 4h ni la cortisolémie a t = 8h post-freinage. Ces
résultats sont donc compatibles avec les données bibliographiques disponibles a ce jour.

6. Discussion sur la taille de [I'hypophyse a [I’examen
tomodensitométrique

Pour rappel, dans notre étude, nous recherchions une association brute entre
'augmentation de la taille de I'hypophyse et la durée de survenue du déces. Pour ce faire,
nous avons utilisé le rapport P/B qui permet de s’affranchir des variations individuelles
liées a la race ou la taille de l'animal, avec la valeur seuil bibliographique de
0,4 x 102 mm? au-dela de laquelle on parle de macroadénome pituitaire (versus
microadénome en-dessous de cette valeur) (Granger et al., 2005).
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Dans notre échantillon, 38,8% des chiens présentaient un macroadénome
hypophysaire. Cette prévalence est Iégerement supérieure aux données bibliographiques
disponibles, a savoir que 10 a 30% des chiens atteints d’hypercorticisme ACTH dépendant
ont un rapport P/B supérieur a 0,4 x 102 mm-! (Sarfaty et al., 1988 ; Nelson et al., 1989).

Comme vu précédemment, il existe une association entre la taille de la tumeur
hypophysaire et la gravité des signes neurologiques, qui a elle-méme été identifiée comme
un facteur pronostique négatif post-radiothérapie, le cas échéant (Théon et Feldman,
1998b). De plus, en I'absence de radiothérapie, il a été montré que les macro-adénomes
étaient associés a une durée de survie significativement plus courte que les micro-
adénomes (Kent et al., 2007). Néanmoins, dans notre étude, la réalisation ou non d’une
radiothérapie n’était pas recensée. Dans notre échantillon, les temps de survie médians
des chiens avec un rapport P/B supérieur a 0,4 x 102 mm et celui des chiens avec un
rapport P/B inférieur a 0,4 x 10 2 mm ne présentaient pas de différence significative, ce
qui n'est pas en accord avec les données bibliographiques disponibles. Néanmoins,
I'étude de Kent est la seule ayant recherché une association entre la taille de I'hypophyse
et la durée de survie. Des études supplémentaires sont nécessaires pour confirmer ou
non ce résultat. De plus, dans notre étude, le rapport P/B n’a été recueilli que chez 37
individus, ce qui en fait un échantillon de taille relativement faible. Il serait intéressant de
poursuivre la collecte des rapport P/B au-dela de 2018 afin de renouveler 'analyse de
survie.

B. Discussion sur les modalités de I’étude statistique
1. Discussion sur les caractéristiques de I’échantillon

1.1 Discussion sur la taille de I’échantillon

Pour rappel, I'échantillon de notre étude comportait 80 individus. Cette taille
d’échantillon semble, de prime abord, plutét satisfaisante en comparaison notamment aux
études de Fracassi et al. et de Nagata et al., qui incluaient respectivement 85 et 43
individus (Fracassi et al., 2015 ; Nagata et al., 2017). Cela reste néanmoins moindre par
rapport a I'étude de Schofield et al. qui comprenait 219 individus, issus de différentes
cliniques en Angleterre.

A ce jour, il s’agit de la plus récente et vaste étude ayant recherché des facteurs
pronostiques chez les chiens atteints d’hypercorticisme (Schofield et al., 2020).
Néanmoins, celle-ci incluait également les chiens atteints d’hypercorticisme ACTH-
indépendant, contrairement a notre étude qui s’est strictement limitée aux chiens atteints
d’hypercorticisime ACTH-dépendant.

Toutefois, bien que la taille d’échantillon puisse sembler satisfaisante, certaines
expositions d’intérét ont été assorties d’'un grand nombre de données manquantes, a
'origine d’'un manque de puissance statistique, notamment pour les analyses de survie
selon 'hypertension artérielle systémique et selon I’hyperphosphorémie.

Page 97



Un échantillon de taille supérieure aurait permis 'amélioration de notre puissance
statistique. Néanmoins, l'intégralité des chiens atteints de la maladie de Cushing
répondant a 'ensemble des critéres d’inclusion et présentés au CHUVA entre 2008 et
2018 ont été inclus dans I'étude. Ainsi, les deux seules fagons d’augmenter la taille de
notre échantillon auraient été :

- Etendre la période de recrutement (avant 2008 et/ou aprés 2018) ;
- Et/ou diminuer I'exigence d’un ou plusieurs critére(s) d’inclusion(s).

1.2 Discussion sur le mode de recrutement des individus et le biais
de sélection

Pour rappel, dans notre étude la population cible était la population des chiens en
atteints de la maladie de Cushing en France. La population source était les chiens
présentés au CHUVA et atteints de la maladie de Cushing. Notre échantillon a donc été
prélevé au sein de cette population source. En effet, notre échantillon était constitué de
'ensemble des chiens atteints de la maladie de Cushing et présentés au CHUVA entre
2008 et 2018.

Ce choix était motivé par le souhait d’obtenir une taille d’échantillon et un nombre
d’événements suffisants, et de s’assurer ainsi qu’'un nombre de données relatives aux
expositions d’intérét satisfaisant. En effet, avant 2008, la plupart des dossiers Clovis
étaient trés incomplets, et inclure dans I'étude des individus présentés au CHUVA avant
cette date n’aurait été que trés peu contributif.

De plus, I'inclusion des chiens reposait sur plusieurs critéres relativement stricts,
afin d’optimiser I'exactitude de nos résultats, bien que celle-ci ne puisse étre gquantifiée.
Une grande rigueur a notamment été accordée a la détermination du caractéere ACT H-
dépendant de I'hypercorticisme. En effet, notre étude portait uniquement sur les chiens
atteints de la maladie de Cushing sensu stricto.

Tous les individus pour lesquels le diagnostic étiologique semblait équivoque ont
été exclus de I'étude. Pour rappel, le diagnostic étiologique devait avoir été établi par un
examen biologique discriminant (freinage a 4h, freinage a la dexaméthasone a dose forte,
dosage de ’'ACTH endogéne ...) ou un examen d’imagerie (échographie abdominale et/ou
examen tomodensitométrique de la téte).

Néanmoins, malgreé la rigueur souhaitée sur ce critere de sélection, des erreurs ont
pu étre commises notamment lorsque le diagnostic étiologique était basé sur la seule
échographie abdominale. En effet, un examen de caractérisation de I'’hypercorticisme (test
de freinage a la dexaméthasone a dose faible et/ou test de stimulation a TACTH) associé
a une échographie abdominale révélant une hyperplasie bilatérale diffuse, homogéne et
symétrigue nous permettait de conclure au diagnostic de maladie de Cushing.
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Néanmoins, comme vu précédemment, 5% des chiens atteints d’hypercorticisme
ACTH-dépendant présentent un ou plusieurs nodules surrénaliens a I'échographie
abdominale, qui peuvent alors amener a conclure par erreur a un hypercorticisme ACTH-
indépendant (Grooters et al., 1996). A l'inverse, 10% des chiens atteints d’hypercorticisme
ACTH-indépendant présentent des tumeurs bilatérales, qui peuvent, par erreur, étre
interprétées comme une hyperplasie bilatérale évocatrice d’'une origine hypophysaire
(Hoerauf et Reusch, 1999).

2. Discussion sur le recueil des données

L’une des principales limites de notre étude était que, malgré une taille d’échantillon
plutét satisfaisante, il y avait un nombre important de données manquantes. Pour rappel,
le Tableau 5 récapitule le nombre de données qui ont pu étre collectées pour chaque
exposition d’intérét.

Les expositions d’intérét ayant été assorties du plus grand nombre de données
manquantes sont la phosphorémie, la pression artérielle, la cortisolémie post-ACTH et la
protéinurie objectivée par la mesure du RPCU (avec respectivement 21, 29, 24 et 19
données disponibles seulement). Comme vu précédemment, ce manque de données a
été a l'origine d’'un grand manque de puissance statistique pour les résultats concernant
la pression artérielle et la phosphorémie.

Le nombre important de données manquantes s’explique d’abord par la non-
exhaustivité des analyses lors de la présentation des chiens en consultation. En effet, bien
gue I'ensemble des examens complémentaires se justifient dans le cadre de I'exploration
d’'un hypercorticisme au sens large, leur réalisation est souvent assortie d’'une contrainte
financiere importante amenant le clinicien a devoir prioriser certains examens par rapport
a d’autres.

Aussi, certains examens complémentaires réalisés plus d'un mois avant
I'établissement du diagnostic n’ont pu étre pris en compte pour notre étude. Pour rappel,
nous avons recueilli les données paracliniques réalisées au CHUVA ou chez le vétérinaire
traitant si celle-ci avaient été établies dans le mois précédent I'établissement du diagnostic
étiologique.

Enfin, le manque de certaines données s’expliquait parfois par des dossiers Clovis
incomplets. En effet, certains examens étaient parfois réalisés mais les résultats non
reportés dans le dossier de I'animal (ce qui expligue notamment le fait que nous n’avions
que 75 valeurs de cortisolémie disponibles alors que I'ensemble des 80 chiens inclus ont
fait 'objet d’un test de stimulation a TACTH et/ou de freinage a la dexaméthasone). Cela
était d’autant plus fréquent que les dossiers étudiés étaient anciens, confirmant le fait
qu’étendre l'inclusion des cas avant 2008 aurait, certes, augmenté la taille de notre
échantillon, mais n’aurait pas nécessairement amélioré le nombre de données disponibles
de facon efficace. Les dossiers les plus récents étaient, quant a eux, tres complets.
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Cela est vraisemblablement d0 a une amélioration de la rigueur, a la demande du
personnel encadrant, dans le remplissage des comptes rendus cliniques par les étudiants
de I'Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort au fil des années. Ce niveau de rigueur doit étre
maintenu dans les années a venir, afin de permettre la réalisation de nouvelles études de
cohortes, tous sujets confondus, les plus complétes possibles.

3. Discussion sur les caractéristiques de I’événement « déces »

Une autre limite majeure de notre étude était la non connaissance de la cause du
décés. En effet, 'événement étudié était le déces toute cause. Aucun chien de I'étude n’a
fait 'objet d’une autopsie, et, méme lorsque la cause du décés était connue ou fortement
suspectée, et que celle-ci semblait ne pas avoir de lien avec I'hypercorticisme (par
exemple, il était connu qu’un des chiens était décédé des suites d’'une noyade), I'animal
était inclus dans I'étude.

Aussi, sur les 54 chiens de I'étude ayant présenté I'événement déceés, 19 (35%) ont
été euthanasiés, les 35 autres étant décédés spontanément. Or, méme si on peut
raisonnablement penser que la majorité des euthanasies ont été réalisées a des niveaux
de dégradation clinique avancés, il n’en demeure pas moins une certaine subjectivé propre
a chaque cas, dépendante du contexte financier, culturel et personnel de chaque
propriétaire.

4. Discussion sur la méthode statistique

Pour rappel, notre étude était une étude observationnelle, ce qui signifie que
linvestigateur n’est pas intervenu dans l'exposition ou la non-exposition des sujets
(contrairement a une étude interventionnelle ou I'investigateur décide quels individus sont
exposés ou non). En effet, en considérant la liste de nos expositions d’intérét, il semble
évident que leur attribution par l'investigateur était impossible. De plus, il s’agissait d’'une
étude de cohorte, c’est-a-dire que les individus ont été recrutés, suivis dans le temps puis
le caractére exposé ou non exposeé était relevé a posteriori (contrairement a une étude
cas-témoin ou linvestigateur recrute volontairement des individus exposés et non-
exposés) (Desquilbet, 2021).

Les études observationnelles de cohorte présentent différents avantages,
notamment en termes d’éthique et de faisabilité. Elles sont également plus représentatives
de la « vraie vie » que les études interventionnelles. De plus, elles garantissent I'antériorité
de I'exposition par rapport a la maladie (déceés toute cause ici) et sont adaptées a I'analyse
de survie. Néanmoins, elles sont souvent assorties de nombreux biais de confusion, dont
nous discuterons plus loin, pouvant rendre I'inférence causale (non réalisée dans notre
étude) difficile & mettre en place (Desquilbet, 2021).
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La méthode de Kaplan-Meier, mise en ceuvre par le logiciel XLSTAT, était idéale
pour notre analyse de survie. Pour aller plus loin, nous pourrions, toujours a l'aide du
logiciel XLSTAT, réaliser des modéles de Cox pour chaque exposition d’intérét. En effet,
'avantage majeur du modéle de Cox par rapport a la méthode de Kaplan-Meier est, pour
chaque exposition d’intérét, la quantification de I'association par le calcul du risque relatif
ou de 'Odd Ratio. Néanmoins, I'utilisation du modéle de Cox repose sur deux hypothéses.
La premiere est I'hypothése des risques proportionnels, c’est-a-dire que, pour une
exposition d’intérét considérée, le risque relatif ne dépend pas du temps. Dans notre
étude, toutes les expositions d’intérét vérifiaient 'HPRP (hypothése des risques
proportionnels). La seconde hypothése, plus complexe a vérifier car elle nécessite la
création de variables dites indicatrices, est celle de la linéarité de l'association. Cette
hypothése n’a pas été vérifiée dans notre étude.

Enfin, dans notre étude, aucune inférence causale n’a été faite. En effet, I'inférence
causale repose sur la construction d’'un modeéle dit multivarié, qui repose lui-méme sur la
prise en compte du plus grand nombre de facteurs de confusions possibles et, le cas
échéant, sur I'ajustement sur ces derniers.

C. Discussion sur les différents biais d’association

Pour chaque exposition d’intérét, le biais d’association est un écart systématique
entre la valeur de I'association entre exposition d’intérét et la maladie étudiée (ici, le décés
toute cause) estimeée et la valeur de cette association que I'on vise dans la population cible
(Desquilbet, 2021). Il existe trois types de biais d’association : le biais de sélection (dont
nous discutons partie 1.2), le biais de classement et le biais de confusion.

1. Discussion sur les biais de classement

Un biais de classement intervient lorsqu’'une ou plusieurs erreurs de classement
ont été commises sur I'exposition d’intérét et/ou sur la maladie (considérer un animal
exposé alors qu’il ne I'était pas ou inversement et/ou considérer un animal décédé alors
qu’il ne I'était pas et inversement). Par ailleurs, il existe deux types de biais de classement :

- Le biais de classement non différentiel, lorsque I'erreur commise sur
'exposition est indépendante du statut malade ou non malade (le décés
toute cause ici), ou lorsque l'erreur commise sur la maladie est
indépendante du statut exposé ou non expose ;

- Le biais de classement différentiel, lorsque I'erreur commise sur I'exposition
dépend du statut malade ou non malade (le décés toute cause ici), ou
lorsque I'erreur commise sur la maladie dépend du statut exposé ou non
exposé (Desquilbet, 2021).
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Ainsi, on peut raisonnablement penser que la présence de biais de classement
différentiel est peu probable dans la mesure ou, si elles existent, les erreurs sur les
commémoratifs, les signes cliniques ou les résultats des examens complémentaires
réalisés du vivant de lanimal sont a priori totalement indépendantes du statut
vivant/décédé du chien a la date de point.

Néanmoins, des erreurs de classement a l'origine d’'un biais de classement non
différentiel ont pu étre commises.
Pour rappel, voici la liste des expositions d’intérét :
- Lage;
- Lesexe;
- Le statut de stérilisation ;
- Larace;
- La présence de maladie(s) intercurrente(s) ;
- L’indice clinique ;
- La pression artérielle systolique ;
- L’activité des enzymes hépatiques (PAL et ALAT) ;
- Lalbuminémie ;
- Laphosphorémie ;
- La cortisolémie basale, post-ACTH et post-freinage a la dexaméthasone
dose faible ;
- La protéinurie objectivable a la bandelette urinaire et par la mesure du
RPCU ;
- Lataille de 'hypophyse objectivée par le rapport P/B.

Pour la quasi-totalité des données initialement quantitatives (enzymologie
hépatique, albuminémie, phosphorémie, cortisolémie basale, post-ACTH et post-freinage
a la dexaméthasone, RPCU et taille de 'hypophyse), on peut raisonnablement penser que
le risque d’erreurs de classement est faible, sans toutefois pouvoir I'exclure totalement. En
effet, des erreurs dans I'envoi des prélévements, d’automate ou de report des résultats
ont pu étre commises.

Pour 'age, le sexe et la race, on peut également considérer que le risque d’erreur
de classement est trés faible, sans pouvoir I'exclure totalement.

Pour le statut de stérilisation, le risque d’erreur de classement non différentiel est
possible. En effet, certains dossiers ne comportaient pas cette information, et, lorsque le
statut n’était pas explicité, 'animal était alors considéré non stérilisé par défaut.

Pour la présence de maladie(s) intercurrente(s), des erreurs de classement ont pu
étre commises. Pour rappel, 38% des chiens présentaient une comorbidité (parmi celles
considérées) au moment du diagnostic.
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Néanmoins, compte-tenu de I'dge médian relativement avancé des chiens au
moment du diagnostic (pour rappel 11,1 ans), il est possible qu’'un certain nombre de
comorbidités n’aient pas été identifiées (par défaut de médicalisation de certains animaux
par leurs propriétaires) ou rapportées (par manque de transmission des informations
relatives a I'animal, lorsque celui-ci était référé ou suivi par un autre vétérinaire). A
linverse, il est peu probable que des chiens aient été considérés atteints d’'une ou
plusieurs maladie(s) intercurrente(s) alors qu’ils ne I'étaient pas, mais nous ne pouvons
I'exclure.

Concernant la protéinurie, il est fort probable que des erreurs de classement aient
eu lieu : des individus classés « non protéinuriques » qui I'étaient, lorsque seule une
bandelette urinaire a été réalisée, et, inversement, des individus classées
« protéinuriques » alors que la protéinurie était d’origine post-rénale, lorsque 'ECBU
n’était pas réalisé.

Concernant la pression artérielle, nous avons vu précédemment que les modalités
de diagnostic de I'hypertension artérielle systémique de notre étude (reposant sur une
mesure unique, isolée) ne correspondaient pas aux recommandations (Acierno et al.,
2018) et que, ce faisant, certains individus ont pu étre classés « hypertendus » alors qu’il
ne I'étaient pas. L’inverse est, néanmoins, peu probable.

Enfin, aucune erreur n’a pu, a priori, étre commise sur le statut vivant/décédé du
chien.

Ainsi, certains résultats de notre étude sont vraisemblablement assortis d’un biais
de classement non différentiel dont I'importance est difficilement évaluable mais qui existe
et doit étre considéré. L'impact du biais de classement non différentiel est une diminution
de la force de I'association, le cas échéant (Desquilbet, 2021). Par conséquent, les
associations entre la durée de survie et, respectivement, le statut de stérilisation, la
présence ou non de maladie(s) intercurrente(s) et/ou la présence ou non d’une protéinurie,
qui étaient, a priori, toutes non significatives auraient pu I'étre, si elles n’avaient pas été
biaisées par ces biais de classement non différentiels.

2. Discussion sur les biais de confusion

Pour rappel, une exposition est qualifiée de facteur de confusion si elle est
statistiquement associée a I'exposition d’'intérét et a la maladie (déces toute cause dans
notre étude), sans étre la conséquence directe de I'une ou de l'autre. Les facteurs de
confusion sont a I'origine d’un biais dit de confusion (Desquilbet, 2021).

Dans notre étude, nous nous limitions a la recherche d’association(s) brute(s)
(c’est-a-dire sans prise en compte des facteurs de confusion) entre les différentes
expositions d’intérét et la durée de survenue du déces.
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Par exemple, il convient de rappeler que I'association significative mise en
évidence entre la cortisolémie basale et le temps de survie médian est une association
brute et qu’aucune inférence causale n’a pu étre réalisée a ce stade. Ainsi, la recherche
rigoureuse de ces facteurs de confusion n’était pas indispensable. En effet, comme vu
précédemment, I'inférence causale nécessite la prise en compte de tous les facteurs de
confusion dont la recherche est complexe. Bien que celle-ci n’ait pas été réalisée, nous
pouvons essayer d’identifier les facteurs de confusions potentiels parmi la liste des
expositions d’intérét étudiées.

Dans notre étude, les facteurs de confusion potentiels étaient des expositions qui
remplissaient les deux critéres suivants :

- Ne pas étre une conséquence de I'exposition d’intérét, ni de la maladie
(déces toute cause ici) ;
- Etre associée au décés avec une valeur de p inférieure ou égale a 0,20.

Le Tableau 8 récapitule 'ensemble des valeurs de p du log-rank relatives a chaque
exposition d’intérét. Seuls I'hypertension artérielle, la cortisolémie basale et I'dge au
diagnostic étaient associés a la survenue d’un décés avec un degré de signification p
inférieur a 0,20. Par conséquent, seules ces trois expositions pouvaient potentiellement
jouer des roles de facteurs de confusion potentiels dans I'étude des associations. L'étape
suivante aurait été de prendre en compte chacune de ces expositions dans un modele
multivarié et de regarder si, pour chaque exposition d’intérét, I'association brute aurait été
modifiée apres ajustement sur au moins une de ces trois expositions.
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Tableau 8 : Liste des expositions testées classées par ordre de croissance du logrank
testant ’association avec la survenue du déces.

Variables p log-rank

Hypertension artérielle 0,004

Cortisolémie basale 0,007

Age au diagnostic 0,08

Stérilisation 0,21

PAL 0,25

Cortisolémie post-freinage a la 0,28
dexaméthasone (t=4h)

Hyperphosphatémie 0,29

Cortisolémie post-freinage a la 0,34
dexaméthasone (t=8h)

Présence de maladie(s) intercurrente(s) 0,42

Cortisolémie post-stimulation a TACTH 0,44

Race 0,47

Hypoalbuminémie 0,54

Taille de I'hypophyse (rapport P/B) 0,68

ALAT 0,68

Sexe 0,73

Protéinurie (sur bandelette urinaire) 0,75

Protéinurie (RPCU) 0,75

Indice clinique 0,80
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Conclusion

La maladie de Cushing est une affection diagnostiquée de plus en plus frequemment
et, le cas échéant, de plus en plus précocement. Néanmoins, bien qu’elle soit trés bien
décrite dans la littérature, la démarche diagnostique et la prise en charge thérapeutique
représentent un investissement personnel et financier trés important de la part du
propriétaire. Ainsi, il parait nécessaire de pouvoir fournir des éléments pronostiques aux
propriétaires, soucieux de connaitre I'espérance de vie de leur animal. Or, au cours des
derniéres années, seules trois études se sont attachées a la recherche de facteurs
pronostiques chez les chiens atteints d’hypercorticisme, au sens large. Dans ces travaux,
seuls I'age, le poids et la valeur de la phosphatémie au moment du diagnostic ont été
identifies comme facteurs pronostiqgues (Fracassi et al., 2015 ; Nagata et al., 2017 ;
Schofield et al., 2020).

Dans notre étude, qui portait sur 80 chiens présentés au CHUVA et atteints de la
maladie de Cushing, nous recherchions une association entre différentes données
épidémiologiques, cliniques et paracliniques et la durée de survenue du déces. Dans notre
échantillon, I'hypertension artérielle systémique était significativement associée a une
durée de survie plus longue. Néanmoins, la puissance statistique de ce résultat était trés
faible. De plus, une cortisolémie basale supérieure a 170 nmol/L était significativement
associée a une durée de survie plus courte. La confiance accordée dans ce résultat était
plutét bonne. Néanmoins, il s’agissait d’'une association brute, c’est-a-dire non ajustée sur
des facteurs de confusion. Par ailleurs, dans notre étude, nous avons identifié trois
facteurs de confusion potentiels : I'’hypertension artérielle, la cortisolémie basale et 'age
au diagnostic.

Par conséquent, les perspectives d’évolution de cette thése seraient
l'identification la plus exhaustive possible des facteurs de confusion et leur prise en compte
pour I'étude des associations dans un modéle multivarié, rendant I'inférence causale
possible. Par ailleurs, l'inclusion des individus pourrait étre étendue au-dela de I'année
2018, afin d’augmenter la taille de I'échantillon et ainsi la puissance statistique de nos
résultats. Enfin, compte-tenu du peu de données bibliographiques disponibles a ce jour, il
serait pertinent que des travaux similaires soient poursuivis sur la recherche de facteurs
pronostiques chez les chiens atteints de la maladie de Cushing.
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RECHERCHE DE FACTEURS DE RISQUE DE DECES POTENTIELS CHEZ LES
CHIENS ATTEINTS DE LA MALADIE DE CUSHING : ETUDE RETROSPECTIVE SUR
80 CAS DIAGNOSTIQUES AU CHUVA ENTRE 2008 ET 2018
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RESUME :

La maladie de Cushing est une dysendocrinie de prévalence relativement faible mais de plus
en plus diagnostiquée en pratique. Secondaire a la présence d’une tumeur hypophysaire, il s’agit de
la forme d’hypercorticisme la plus fréquente. Le but de cette étude était I'identification de facteurs
de risque de déces potentiels chez les chiens atteints de la maladie de Cushing. En effet, a ce jour,
trés peu d’études se sont attachées a la recherche de ces facteurs pronostiques. Dans ces travaux,
seuls I'age, le poids et la valeur de la phosphatémie au moment du diagnostic ont été identifiés
comme facteurs pronostiques. Le premier objectif était de vérifier si nous retrouvions ces résultats
dans notre étude. L’objectif secondaire était d’identifier de nouveaux facteurs de risques de déces
potentiels encore non établis dans la littérature.

Pour ce faire, nous avons utilisé les dossiers des animaux atteints de maladie de Cushing et
pris en charge au Centre Hospitalier Universitaire Vétérinaire d’Alfort entre le 1¢" janvier 2008 et le
31 décembre 2018. Au total, 80 animaux étaient inclus dans I'étude. Nous recherchions alors
'existence d'une association brute entre différentes données épidémiologiques, cliniques et
paracliniques et la durée de survenue du décés. Dans ce travail de theése, aucune inférence causale
n’a été faite, ce pourquoi nous parlons de facteurs de risque de décés potentiels. Les expositions
d’intérét étudiées étaient 'dge au diagnostic, le sexe, le statut de stérilisation, la race, la présence
de maladie(s) intercurrente(s), l'indice clinique, la pression artérielle, l'activité des enzymes
hépatiques (PAL et ALAT), 'albuminémie, la phosphorémie, la cortisolémie basale, post-ACTH et
post-freinage a la dexaméthasone a dose faible, la protéinurie objectivable a la bandelette urinaire
et par la mesure du RPCU et la taille de I'hypophyse par le rapport P/B. Dans notre échantillon, une
cortisolémie basale supérieure a 170 nmol/L était significativement associée a une durée de survie
plus courte. La confiance accordée dans ce résultat était plutét bonne. Par ailleurs, dans notre étude,
I'hypertension artérielle, la cortisolémie basale et 'age au diagnostic ont pu jouer le réle de facteurs
de confusion.

Ainsi, dans ce travail, nous avons montré qu’une cortisolémie basale supérieure a 170 nmol/L
est un facteur de risque de décés potentiel chez les chiens atteints de maladie de Cushing. La
prochaine étape serait la prise en compte de 'ensemble des facteurs de confusion et I'ajustement
sur ces derniers dans un modeéle multivarié, rendant ainsi I'inférence causale possible.
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AUTHOR: Valentine GERARD-HIRNE
SUMMARY:

Cushing disease is an endocrine disease with a relatively low prevalence but which is
increasingly diagnosed in practice. Due to a pituitary tumor, it is the most common type of
hyperadrenocorticism. The aim of the study was to identify potential mortality risk factors in dogs
with Cushing’s disease. Very few studies about prognosis of Cushing disease in dogs have been
carried out and published yet. In these papers, only age, weight and phosphate level have been
identified as mortality risk factors. The first goal of this study was to confirm these previous results
in our study sample. The second goal was to look for new mortality risk factors which have not been
identified in the scientific literature yet.

To do so, we used the medical data of dogs with Cushing’s disease which had been admitted
in the teaching hospital of the Alfort Veterinary School between the January 1st 2008 and the
December 31st 2008. A total of 80 animal have been included in this study. The aim was to
investigate associations between survival time and some epidemiologic, paraclinical and clinical
exposures such as: age, sex, neutering state, breed, comorbidities, clinical index, systemic blood
pressure, liver enzymes activity (ALP and ALT), albumin level, phosphorus level, basal cortisol, post-
ACTH cortisol, cortisol levels 4 and 8 hours after dexamethasone injection, proteinuria, and the
pituitary size. In this work, no causal inference was drawn because only crude associations were
investigated. That is why we talk about potential mortality risk factors. In our sample, basal serum
cortisol level above 170 nmol/L was significantly associated with a shorter survival time, with a quite
good level of statistical confidence. Furthermore, blood pressure, basal cortisol level and age at
diagnosis may have intervened as confounding factors.

Based on our results, basal serum cortisol level above 170 nmol/L seems a potential mortality
risk factors in dogs with Cushing disease. The next step would be the identification of confounding
factors and adjustment for them within a multivariate model, which may allow causal inference.
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