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RESUMO

As diferentes fases do ciclo estral, assim como processos infecciosos e inflamatdrios,
interferem na concentracdo de insulina nas cadelas. A baixa acdo da insulina predispde as
cadelas a desenvolver Diabete mellitus. A piometra € uma das condi¢des patoldgicas mais
comum do trato reprodutivo das fémeas e a Diabete mellitus uma das doengas enddcrinas
mais comuns na clinica de pequenos animais. O objetivo deste estudo foi verificar o impacto
do ciclo estral e da piometra sobre os indices de sensibilidade a insulina. As cadelas foram
divididas em 5 grupos (pré-estro, estro, diestro, piometra aberta e piometra fechada) e
realizou-se a dosagem sérica de insulina e comparagdo entre as médias. Os resultados
mostraram diferencas significativas entre as fases de proestro e diestro quando comparadas as
cadelas com piometra. O desenvolvimento da Diabete mellitus parece ser multifatorial e
fazem-se necessarios novos estudos para esclarecer essa intera¢cdo imuno-enddcrina.
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SERUM INSULIN CONCENTRATION DURING PHASES OF THE ESTROUS
CYCLE AND IN PYOMETRA BITCHES

ABSTRACT

The different phases of the estrous cycle, as well as infectious and inflammatory processes,
interfere with insulin concentration in dogs. The low action of insulin predisposes dogs to
develop diabetes mellitus. The pyometra is one of the most common pathological conditions
of the female reproductive tract and diabetes mellitus of the most common endocrine diseases
in small animal clinic. The objective of this study was to determine the impact of the estrous
cycle and pyometra in the rates of insulin sensitivity. The bitches were divided into five
groups (pro-estrus, estrus, diestrus, piometra open and pyometra closed) and held on serum
insulin and comparing the means. The results demonstrated significant differences between
the proestrus and diestrus stages when compared to bitches with pyometra. The development
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of diabetes mellitus appears to be multifactorial and it is necessary to do further studies to
clarify this immune-endocrine interaction
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CONCENTRACION SERICA DE INSULINA DURANTE LAS FASES DEL CICLO
ESTRAL Y EN PERRAS CON PIOMETRA

RESUMEN

Las diferentes fases del ciclo estral, asi como procesos infecciosos e inflamatorios, pueden
interferir en la concentration de insulina en las perras. La baja accién de la insulina
predispone a las perras para desarrollar Diabete mellitus. La piometra es una de las patologias
mas frecuentes del tracto reproductivo de las hembras y la Diabete mellitus de las
enfermedades endocrinas mds frecuentes en la clinica de pequefios animales. El objetivo de
este estudio fue determinar el impacto del ciclo estral y piometra en las tasas de sensibilidad a
la insulina. Las perras se dividieron en cinco grupos (proestro, estro, diestro, piometra abierta
y piometra cerrada) y se analizé la concentracién sérica de insulina y comparacion de los
promedios. Los resultados han demostrado diferencias significativas entre las etapas de
proestro y diestro en comparacion con las perras con piometra. El desarrollo de Diabete
mellitus parece ser multifactorial y son necesarios mas estudios para aclarar esta interaccion
inmune enddcrino.

Palabras clave: endocrinologia, diabete mellitus, ciclo estral, piometra, perro
INTRODUCAO

A ocorréncia do estro e diestro em fé€meas caninas estd associada a presenga de
resisténcia a concentragdo de insulina. Além disso, estados sépticos e inflamatdrios, como
observado frente a piometra, também interferem na resisténcia a agdo insulinica (1).
Recentemente, estudos demonstraram que a ocorréncia do estro, diestro e da piometra em
cdes pode prejudicar a atividade tirosina quinase de membrana no tecido muscular, além de
reduzir a afinidade da ligacdo entre a insulina e o seu receptor neste tecido (2).

A piometra é uma enfermidade da cadela adulta caracterizada pela inflamagdo do ttero
com acumulo de exsudato, que ocorre na fase litea do ciclo estral, de quatro semanas a quatro
meses apos o estro. No diestro ocorre uma hipertrofia/hiperplasia do endométrio, estimulado
pela progesterona e, subsequentemente uma invasdo bacteriana. Trata-se de uma das
condic¢des patoldgicas mais comumente encontrada no trato genital das fémeas caninas (3,4).

A Diabete mellitus canina é uma das doencas enddcrinas mais comuns na clinica de
pequenos animais e nas ultimas décadas observou-se aumento na prevaléncia hospitalar de
casos deste transtorno. Esta doencga afeta entre 0,0005% e 1,5% da populacdo canina e o
numero dos casos tem aumentado progressivamente (5,6).

Cerca de 70% das fémeas portadoras de Diabetes mellitus desenvolvem a doenca
durante a fase de diestro (7). A resisténcia a insulina durante o diestro pode estar associada as
elevadas concentragdes de progesterona e do hormoénio de crescimento, estes sdo importantes
fatores envolvidos na maior predisposi¢ao ao desenvolvimento da doenca (8). No entanto o
desenvolvimento da Diabete mellitus durante a fase de diestro parece ser multifatorial (9-11).

A imunoendocrinologia evidenciou uma série de correlacdes entre o processo
inflamatério e os efeitos da insulina (12-14). A interleucina-1 (IL-1) reduz a liberacdo e a
fusdo de granulos secretores de insulina em células B pancredticas, com decréscimos
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preferencial da primeira fase de exocitose, caracteristica da fase pré-diabetica no Diabetes
mellitus tipo 1 (15). No sistema nervoso central a IL-1 reduz o ponto de ajuste da glicose,
favorecendo a captagdo de glicose pelas células imunes durante a resposta inflamatéria (13).

A sinalizacdo da insulina € um processo muito complexo que envolve miltiplos
caminhos e cascatas de eventos de fosforilagdao (16). O primeiro passo para a sinalizagao de
insulina apds a ligacdo do hormonio para a subunidade alfa do receptor de insulina € a
inducdo de uma complexa cascata de fosforilacdo em tirosina na subunidade beta. Quando
fosforilada nestes locais especificos, a subunidade beta inicia uma serie de fosforilacdes em
substratos intracelulares. A fosforilagdo de um substrato sintético como o Poly oligopeptideos
(Glu 4:Tyr 1) fornece uma boa maneira de avaliar a atividade do receptor de insulina em
mamiferos (2).

O objetivo deste estudo foi verificar o impacto do ciclo estral e da piometra sobre a
concentracao sérica da insulina.

MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram utilizadas 12 cadelas acompanhadas durante o ciclo estral, divididas
em trés grupos, proestro, estro e diestro, de acordo com o resultado da concentracdo sérica de
progesterona e citologia vaginal, todas elas participaram nos trés grupos. Foi realizada uma
coleta de cada cadela no periodo da manha para cada fase do ciclo estral, sendo colhido um
total de 12 amostras para cada fase. A idade das cadelas variou de 2 a 11 anos, com idade
média de 4,5 anos e pesando entre 4 e 32 Kg, com peso médio de 15,4 Kg. Por participarem
de outro experimento, as cadelas foram castradas na fase de diestro. Durante a fase de anestro,
considerada de repouso reprodutivo, ndo ha alteracdes hormonais. Outros dois grupos foram
formados por cadelas com diagndstico de piometra, sendo 24 com presenca de secrecdo
purulenta, mucopurulenta ou sanguinolenta e seis apresentando piometra de cérvix fechada. O
diagnostico de piometra foi realizado pelo histérico clinico, exames fisico e complementares
como hemograma e avalia¢do ultrassonografica, neste caso as amostras eram coletadas antes
do procedimento cirdrgico de ovariohisterectomia, realizado como forma de tratamento. As
cadelas apresentavam idades entre 3 e 17 anos, com média de 8,5 anos e pesando entre 3 e 42
Kg, com média de 18 Kg.

Os animais foram atendidos na &drea de Reproducdo de Pequenos Animais do
Departamento de Reprodugdao Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia da UNESP campus Botucatu

O sangue foi colhido por venopunc¢do da veia jugular em frascos sem anticoagulante
(Vacuplast® esteril - USA) e levado ao laboratério de Reproducdo de Pequenos Animais e
Silvestres onde foi centrifugado (Centrifuga LS-3 — Celm® - 1700x g) por 10 minutos para
obtencdo do soro e os tubos identificados com nome, nimero de registro dos animais e data,
sendo armazenado a temperatura de -18°C até o momento da avaliacdo. As dosagens de
insulina e progesterona foram realizadas utilizando kits comerciais em fase sélida (Coat A —
Count Diagnostics Products Corporation - CDP, Los Angeles, Califérnia, USA), com leitura
por sistema de radioimunoensaio (Packard Cobra II Auto Gamma- GMI Inc. — Minnesota -
USA) seguindo-se as instru¢gdes do fabricante. As dosagens foram realizadas no Laboratério
de Endocrinologia do Departamento de Reproduc¢do Animal e Radiologia Veterinaria, FMVZ,
UNESP, Campus de Botucatu. O coeficiente de variacdo intra-ensaio foi de 1,00 e 0,99
respectivamente.

Para fins de interpretacdo, as andlises estatisticas foram realizadas comparando-se as
diferencas entre os grupos (pro-estro, estro, diestro, piometra aberta e piometra fechada) por
meio de analise de variancia de uma via (ANOVA) posteriormente do teste ndo paramétrico
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Kruskal-Wallis, utilizando o programa GraphPad InStat 3.1 para Windows Vista,
considerando-se significativa uma diferenga entre médias com p<0,05.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta as médias e o erro padrdao da concentragcdo de insulina dos grupos
estudados durante o ciclo estral e nas cadelas com piometra. Nao houve diferenca
significativa entre o grupo piometra aberta e fechada. Nas diferentes fases do ciclo estral
também ndo foram observadas diferengas significativas nos valores da insulina basal. No
entanto, as cadelas com piometra apresentaram valores médios inferiores aos observados nas
fases de pré-estro e diestro.

Tabela 1. Valores médios basais de insulina (ng/ml) e erro padrao dos grupos pro-estro, estro,
diestro, piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF).

Grupos Médias + Erro Padrao
Pro-estro 4,81 +1,148*
Estro 4,24 + 1,279
Diestro 3,54 +0,626"
PA 1,80 £ 0,400
PF 1,01 £0,181

* representa a diferenca (P<0,01) entre o grupo pré-estro comparado a PA e PF; ° diferenca (p<0,05) entre o
grupo diestro comparado PA e PF.

DISCUSSAO

Cerca de 70% dos casos de Diabete mellitus em cdes ocorreram em fémeas, sendo que
na maioria dos casos observou-se que o inicio da doenca estd associado ao periodo de diestro
(7).

Estudos dos receptores de insulina no tecido muscular esquelético de fémeas caninas
evidenciaram que a ocorréncia das fases do ciclo estral interfere nos mecanismos fisioldgicos
de sinalizacdo da insulina. Menor atividade tirosina quinase, pode estar associada a menor
ativacdo do receptor, no entanto, o tecido muscular responde a esta menor sensibilidade com
aumento na capacidade total de ligacdo a insulina, motivo pelo qual ndo se observaram
alteracOes marcantes na glicemia durante um desafio com glicose em um teste de tolerancia
intravenoso (2).

No presente estudo ndo observou-se diferencas significativas na dosagem de insulina
em cadelas nas diferentes fases do ciclo estral, corroborando com outros trabalhos (1).
Contudo, indmeros trabalhos indicaram a resisténcia a concentragdo de insulina durante o
diestro (7,10,17-20).

Classicamente, a resisténcia a insulina observada durante o diestro foi atribuida aos
efeitos diretos da progesterona sobre a sensibilidade a insulina e liberacdo de hormonio de
crescimento (GH) pela glandula mamaria estimulada pela progesterona. Apesar disso, alguns
autores consideram que o diestro ndo ¢é suficiente para promover diabetes em caes, mas que a
progesterona poderia induzir a diabetes especialmente se hé outros fatores de risco associados
(7,11,21). Em nosso estudo a fase de diestro apresentou uma dosagem sérica menor que os
grupos de piometra, mas nao se diferiu quando comparada as outras fases do ciclo estral.

Durante uma resposta inflamatoéria aguda, ocorreram alteragdes metabdlicas de forma a
permitir maior aporte de nutrientes para o sistema imunoldgico, neste quesito, a presenca de
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um estado de resisténcia a insulina moderada promove menor captagcdo de glicose pelo tecido
muscular e adiposo. Citocinas pré inflamatérias como a IL-1, IL-6, TNF-a sdo responsdveis
pelo aumento nos lipidios, estimulando a gliconeogénese e a produg¢do de hormodnios
diabetogénicos e reduzem a sensibilidade a insulina (12,22).

As cadelas com piometra, neste estudo, apresentaram dosagens de insulina menor do
que as cadelas em pré-estro e diestro e ndo se diferiram significantemente das cadelas em
estro. Esses resultados diferem de alguns estudos em que cadelas com piometra apresentando
insulinemia superior as cadelas em diestro, indicando um estado de resisténcia a insulina. Nao
houve padronizacdo na alimentacdo das cadelas com piometra. Esta patologia é de carater
emergencial e tem como conduta, na maioria das vezes, a intervencao cirurgica. Este fato
pode ter interferéncia na dosagem da insulina nestes grupos (1).

Durante o estro, diestro e na piometra existe baixa capacidade de ligagdo de insulina
demonstrada na resisténcia a insulina no tecido muscular de cadelas. No entanto, as cadelas
em estro e diestro sdo capazes de compensar esta situacdo aumentando a capacidade total de
ligacdo a insulina, ndo sendo observado nos casos de piometra (2). A resisténcia a insulina
promovida pela piometra é acompanhada de maior atividade das células beta pancreaticas,
resultando em maior insulinemia (23). Os grupos piometras em nosso estudo apresentaram
dosagens séricas de insulina menores quando comparados aos outros grupos formados pelas
diferentes fases do ciclo estral.

CONCLUSAO

A importancia de eventos relacionados ao receptor de insulina ou eventos pds-receptor
no desenvolvimento da Diabete mellitus canina ainda sdo pouco conhecidos.

A piometra demonstrou ter as menores concentragdes de insulina em relacao as fases do
ciclo estral. Um novo campo de investigacdo foi aberto sobre os mecanismos moleculares
envolvidos no desenvolvimento do diabetes em cdes e novos experimentos e andlises
permitirdo esclarecer esta interacdo imuno-enddcrina.
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