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“QOs pacientes nunca param de produzir agua, e
o fluxo é incessante como a abertura de
aquedutos.”

“Nao se consegue impedi-los de beber agua ou
urinar.”

“O diabetes € uma doenca terrivel, ndo muito
frequente entre os homens, sendo um
detrimento da carne e dos membros para dentro
da urina”

Areteu de Cappadocia, Grécia século 11



RESUMO

O diabetes mellitus canino (DMC) é uma afeccdo freqiiente em caes, apresentando
diversos fatores etioldgicos envolvidos, como raga, predisposicao genética, alimentagdo
desquilibrada, obesidade ou presenga de antagonismos hormonais; como ¢ o caso do diestro
(fase luteal do ciclo reprodutivo). O DMC ¢ mais freqliente em fémeas, e cerca de 70% das
fémeas que desenvolvem diabetes encontram-se na fase do diestro. Muitos autores consideram o
DMC, com inicio no diestro, andloga ao diabetes mellitus gestacional humano. Durante a fase
do diestro, a progesterona induz nao sé resisténcia a insulina, mas também acarreta uma série de
alteragdes no endométrio. Uma maior sensibilidade uterina a progesterona pode acarretar a
ocorréncia de hiperplasia endometrial cistica (HEC) e piometra, condigdo séptica / inflamatéria
limitante a vida se ndo tratada. A ocorréncia de qualquer anormalidade inflamatoria, infecciosa,
hormonal ou neoplasica apresenta um importante potencial de estimular resisténcia a insulina. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a sensibilidade a insulina durante as diferentes fases do ciclo
estral e na presenga da condicdo patologica hiperplasia endometrial cistica. Ao todo 44
pacientes foram avaliadas neste estudo, sendo dividas nos grupos anestro (n = 11), estro (n = 7),
diestro (n = 14), HEC (n = 5) e piometra (n = 8). Todas as pacientes passaram por avaliagdao
fisica e exames laboratoriais de saude geral. As pacientes que se enquadraram nos critérios de
inclusdo foram encaminhadas para realizagdo de IVGTT (teste de tolerancia a glicose intra-
venosa) apos jejum de 8 a 12 horas (MATTHEEUWS et al., 1987), ap6s o qual foi realizada a
cirurgia de castracdo das pacientes, de forma eletiva das pacientes na diferentes fases do ciclo
estral ou como parte do tratamento nas pacientes com HEC ou piometra. Durante o
procedimento operatorio foram colhidas amostras de musculo para estudos de ligagdo hormodnio
receptor conforme Kucharski et al., (1997) e estudos de fosforilagdo conforme Kucharski et al.,
(1999). Para anélise dos resultados o trabalho foi dividido em dois capitulos: o primeiro sobre o
impacto do ciclo estral sobre a sensibilidade a insulina; e o segundo sobre o impacto do
complexo HEC-piometra sobre a sensibilidade a insulina. A andlise dos resultados mostra que a
ocorréncia do estro e do diestro afeta a sensibilidade tecidual a insulina reduzindo a afinidade da
ligacdo insulina-receptor nos sitios de alta afinidade e também leva a menor capacidade de

fosforilagdo basal dos residuos de tirosina. Contudo, a maior capacidade de ligacao destes sitios



tende a contrabalancar a menor sensibilidade tecidual a insulina ndo sendo possivel observar
estado de intolerancia a glicose nestas pacientes. Entretanto, nas pacientes com HEC-piometra
uma intensa resisténcia a insulina e intolerancia a glicose pode ser observada, especialmente, em
decorréncia de uma severa redugdo na afinidade da ligagdo hormonio-receptor nos sitios de alta
afinidade ndo acompanhada por um aumento na capacidade de ligagdo. A fosforilagdo dos
residuos de tirosina nas pacientes com piometra ndo difere da menor fosforilagdo basal
observada nas pacientes em diestro. Na literatura consultada ndo foram encontrados estudos de
alteracdes nos receptores de insulina ou nos eventos pos-receptor na etiopatogénia do DMC.
Desta forma foi demonstrado pela primeira vez, alteragdes importantes na sensibilidade tecidual
a insulina durante as fases do estro e diestro, bem como na presenga de HEC-piometra, as quais
podem causar uma maior predisposi¢do a ocorréncia do DMC; especialmente se as pacientes

estiverem expostas a outros fatores de risco ja descritos para ocorréncia de diabetes.
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INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca metabolica cronica conhecida ha muito
tempo pela humanidade, tendo seus primeiros registros no papiro de Ebners, escrito pelo povo
egipcio 1500 anos A.C., que o descreveram associado a formac¢do de muita urina (VIEIRA,
2004). Na Grécia do século II, Areteu de Cappaddcia deu o nome diabetes (do grego: diabetes =
sifdo) derivado da palavra grega diabaino (dia = através, baino = passar; “passar através”),
caracterizando a politria caracteristica da doenca (VOMERO, 2002). Areteu também
apresentou as primeiras defini¢des clinicas da doenga. Entre os séculos III e VI, médicos
indianos descreveram nos Vedas (livros sagrados), a existéncia de pacientes com politria e
urina adocicada que atraia formigas, moscas e outros insetos. Também relataram que a doenga
acometia dois tipos de pessoas: umas magras que nao sobreviviam muito tempo e outras idosas
¢ obesas (VIEIRA, 2004). O termo latino mellitus (do latim: mellitus = mel) s6 foi acrescentado
durante o século XVIII por Cullen (1709-1790) afim de distinguir a doenca do diabetes

insipidus (VIEIRA, 2004).

O DM ¢ conhecido em diversos animais além da espécie humana, como em
carnivoros, roedores, marsupiais, eqiliideos, répteis, ruminantes dentre outros. Em caes, a
descoberta da insulina teve uma grande importancia nos estudos sobre diabetes (ROSENFELD,
2002). Em 1682, Bruner verificou que a retirada do pancreas provocava politria e polidipsia em
cdes. Contudo, somente em 1869, Von Mering e Minkowski demonstraram que a

pancreatectomia provocava diabetes mellitus no cdo. Esse achado ocorreu no mesmo ano em
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que Paul Langerhans (1847-1888) descrevia pela primeira vez as ilhotas pancreaticas, porém

sem sugerir qualquer fung@o para elas (VIEIRA, 2004; CATCHPOLE et al., 2005).

Durante anos, muitos pesquisadores tentaram desvendar a funcdo das ilhotas e a
relagdo do pancreas com o diabetes. Nas duas primeiras décadas do século XX, diversos grupos
preparam extratos pancreaticos que obtiveram sucesso na redugao da glicemia e glicosuria em
cdes diabéticos por pancreatectomia. No entanto, os inumeros efeitos colaterais como sepse,
febre, abscessos, intensa dor devido a presenca de impurezas, reagdes toxicas € proteases
presentes nos extratos, inviabilizavam o uso destes extratos em pacientes humanos

(ROSENFELD, 2002).

Em uma noite de insonia, o jovem cirurgido Frederick Grant Banting (1891-1941)
idealizou uma forma de administrar extratos pancreaticos mais indcuos a pacientes com diabetes
baseado em duas observagoes: (1) caes submetidos a pancreatectomia desenvolviam diabetes; e
(2) caes que tinham o ducto pancreatico ligado, desenvolviam degeneracdo acinar sem qualquer
prejuizo as ilhotas, além de ndo apresentarem politria, polidipsia ou glicostria. Assim, Banting
teve a idéia de ligar o ducto pancreatico de caes, esperar que ocorresse a degeneracao acinar e
entdo testar o extrato do pancreas remanescente no controle do diabetes de caes submetidos a
pancreatectomia (ROSENFELD, 2002). Em 27 de julho de 1921, Banting e seus colaboradores,
Charles Best e John MacLeod, obtinham os primeiros resultados em caes diabéticos. O extrato
foi batizado de insulina (do latim: insula = ilha) e purificado pelo bioquimico James Collip
(1892-1965). Em 23 de janeiro de 1922, o extrato foi usado pela primeira vez em um paciente

humano diabético; uma crianga de 14 anos de idade, obtendo sucesso na reducdo da glicemia.
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Em 25 de outubro de 1923, a equipe recebia o prémio Nobel pela descoberta da insulina

(ROSENFELD, 2002).

Atualmente o diabetes mellitus canino ¢ uma doenga endocrina bastante freqliente nas
rotinas clinicas, sendo uma das endocrinopatias mais comuns em caes. O estado diabético causa
transtornos aos proprietarios e animais devido a politria e polidipsia caracteristica da doenga,
além da perda de visdo decorrente de catarata, risco de cetoacidose diabética e predisposi¢do as
infeccoes (FELDMAN & NELSON, 2004). Os gastos com um paciente diabético,
monitoramento € manejo terapéutico, podem facilmente ultrapassar o salario minimo nacional; o
que justifica esfor¢os na tentativa de esclarecer cada vez mais o universo do diabetes mellitus

nesta espécie.

Insulina: Sintese, Secrecio, Sinalizacao e Efeitos Metabdlicos

A insulina ¢ sintetizada nas células 3 das ilhotas de Langerhans como um grande pré-
pro-hormoénio formado apds a transcri¢do génica, como diversos outros hormonios protéicos. A
cadeia A ¢ composta de 21 aminoacidos enquanto a cadeia B é composta por 30 residuos. A pré-
pré-insulina com peso molecular de cerca de 11.500 daltons, apresenta um peptidio de 23
aminoacidos que ¢ removido logo na entrada do reticulo endoplasmatico das células B ap6s a sua
sintese a partir do mRNA mensageiro nos ribossomos do reticulo endoplasmatico rugoso. O
restante da molécula ¢ entdo dobrada e formam-se as pontes dissulfeto originando a pro-insulina
com cerca de 9.000 daltons. O peptido que conecta as cadeias A e B facilita a alteragdo

conformacional da molécula de pré-insulina e ¢ denominado peptidio-C. Este peptidio esta
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presente em concentracdes eqliimolares nos granulos secretorios, uma vez que ¢ gerado apos a
acdo de duas proteases que geram entdo a insulina biologicamente ativa (5.508 daltons) separada

do peptidio-C (GANONG, 2005).

A secre¢ao de insulina pelas células B pancreaticas ¢ estimulada rapidamente apds
aumentos na concentracdo plasmatica de glicose. A glicose entra nas células B via um
transportador do tipo GLUT-2. A oxidacdo subseqiiente da glicose, apds a fosforilagdo da
molécula pela enzima glicoquinase, leva a um aumento rapido na concentracao intra-celular de
ATP; na razdo ATP/ADP, e nas concentracdes de NADH, NADPH ¢ H'. Canais de K" sensiveis
ao ATP fecham-se, inibindo o efluxo de potassio da célula. Como resultado ocorre uma
despolarizagdo da célula 3. Canais de célcio regulados por voltagem sdo abertos; o que resulta
num aumento rapido na concentragdo de Ca' intra-celular responsavel pela ativacio do
processo de exocitose dos granulos secretorios de insulina. Estes granulos se movem ao longo
dos microtubulos e ocorre a fusdo dos granulos com a membrana plasmatica por meio da
interacdo entre uma GPTase (proteina G monomérica) e fusinas (proteinas de membrana). A
exocitose da insulina acontece na forma de hexdmeros, que rapidamente dissociam-se em

dimeros e enfim monomeros biologicamente ativos (BERNE et al., 2004).

Uma série de outros fatores apresentam a capacidade de estimular a secre¢do de
insulina, como por exemplo; atividade vagal, acetilcolina (Ach), atividade B-adrenérgica,
sulfoniluréias, meglitininas, assim como outros glicideos, alguns aminoacidos, cetoacidos,
4cidos graxos livres (AGLs), K', Ca'"", glucagon, peptideo 1 semelhante ao glucagon, PIG —

polipeptideo inibitério géstrico, secretina e colecistoquinina (CCK). Diversos outros fatores
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podem ser relacionados a inibigdo da secrecdo de insulina; como jejum, exercicio,
somatostatina, galanina, pancreastatina, leptina, IL-1, atividade o-adrenérgica, PGE, e

diazéxido (BERNE et al., 2004).

Quando a insulina ¢ secretada, circula de forma livre no sangue, apresentando uma
meia vida plasmatica média de 6 minutos, sendo depurada da circulagdo dentro de 10 a 15
minutos. As moléculas que ndo se ligam ao receptor de insulina nos 6rgaos alvo sdo destruidas
pela enzima insulinase (proteina de membrana) no figado, rins e musculos, assim como em
todos outros tecidos, porém em menor grau. A insulina que se liga ao receptor ¢ internalizada e
destruida nos endossomos formados pelo processo de endocitose. A insulinase ¢ internalizada

junto com a insulina, sendo responsavel pela lise do hormdnio (GANONG, 2005).

O receptor de insulina (IR) ¢ uma molécula heterotetramérica composta de 2
subunidades glicoprotéicas a, responsaveis pela interagdo com a insulina, e duas subunidades
glicoprotéicas trans-membrana 3, que apresentam atividade tirosina quinase; ambas sintetizadas
por um tnico mRNA que depois sdo separadas e unidas por pontes dissulfeto (GANONG, 2005;
DOMINICT et al., 2005). As subunidades o ¢ B atuam como enzimas alostéricas, onde a
subunidade o inibe a atividade tirosina quinase da subunidade . Quando a insulina interage
com a subunidade a, causa um desbloqueio da atividade tirosina quinase da subunidade 3, que ¢
seguida por uma transfosforilagdo da mesma, com conseqiiente alteragdo conformacional da

molécula, o que aumenta ainda mais a atividade tirosina quinase (SALTIEL & KAHN, 2001).
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Segundo os mesmos autores, pelo menos nove substratos intracelulares do IR ja foram
identificados, sendo que quatro destes pertencem a familia das proteinas substrato do receptor
de insulina (IRS-1, IRS-2, IRS-3 e IRS-4), além dos substratos Gab-1, p60dok, Cbl, APS,
isoformas de Shc assim como sinais de transdugdo e ativadores de transcricdo - STAT
(DOMINICI et al., 2005). Pirola et al. (2004) citaram a descoberta recente do IRS-5/DOK4 e
IRS6/DOKS. A fosforilagdo das tirosinas destes substratos agem como locais de ligagdo para
proteinas adaptadoras que regulam suas atividades e locag¢do subcelular. Estas proteinas
apresentam dominios SH2 (Src-homogy-2), ¢ podem ativar pequenas proteinas G. De forma
simplificada; a autofosforilagdo do IR em resposta a ligagdo com o hormdnio, catalisa a
fosforilagcdo de proteinas celulares membros da familia IRS, GAB, Shc e Cbl. Em decorréncia
da fosforilagdo da tirosina, estas proteinas interagem com moléculas sinalizadoras por meio de
seus dominios SH2, resultando em diversas séries de vias sinalizadoras (SALTIEL & KAHN,

2001; PIROLA et al., 2004; DOMINICI et al., 2005).

Alguns destes dominios SH2 sdo proteinas adaptadoras como a subunidade regulatoria
p85 do fosfatidilinositol-3-OH quinase (PI3K) e a proteina ligadora 2 do receptor de fator de
crescimento (Grb2). Outros apresentam atividade enzimadtica intrinseca, como a fosfotirosina
fosfatase SHP-2 e a tirosina quinase citoplasmatica Fyn. Coletivamente estas moléculas
orquestram as numerosas respostas fisioldgicas mediadas pela insulina (DOMINICI et al.,

2005).

A associagdo entre a p85 com os IRS leva a ativagdo da subunidade catalitica p110. A

PI3K ¢ necessaria para muitas, mas nio todas as a¢des da insulina (DOMINICI et al., 2005). A
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ativagdo da via do PI3K ¢ responsavel; por exemplo, pela translocagdo dos GLUT-4 para a
membrana celular, sintese de glicogénio via proteina quinase B (PKB) (a qual inibe a
fosforilagdo da glicogénio sintase quinase — GSK-3 — enzima que contra regula a glicogénio
sintase), lipogénese via regulacdo da expressao do gene da enzima acido graxo sintase, inibi¢do
da gliconeogénese via regulacdo da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), assim como

controle de padrdes de expressdo génicas (PIROLA et al., 2004; DOMINICI et al., 2005).

A quinase serina/treonina (Akt), composta de duas isoformas (Aktl e Akt2), ¢ uma das
principais efetoras da PI3K e medeia muitas das respostas da insulina, fosforilando diversos
substratos, incluindo a BAD (proteina pro-apoptotica envolvida na sobrevivéncia celular), GSK-
3 e o fator de transcricio FoxOl, que controla a expressdo génica de genes ligados a
estimulacdo da gliconeogénese hepatica, diferenciagdo dos adipocitos e inibi¢do da funcdo das

células p (DOMINICI et al., 2005).

Segundo Saltiel & Kahn (2001) a translocagdo das vesiculas com GLUT-4 para a
membrana celular ndo depende somente da via PI3K. Uma segunda via envolvendo o proto-
oncogene Cbl € necessaria para tal, e desta forma apds ativacdo do receptor de insulina as
proteinas acopladoras CAP e APS recrutam o Cbl, que ¢ entdo fosforilado, resultando na
ativacdo da proteina G TclO e conseqiiente ativagdo do efetor TCGAP, estimulando a
translocagdo das vesiculas. Segundo Dominici et al., (2005) esta via poderia servir como um
sinal alternativo a ativacao da via PI3K/Akt na estimulagcdo da captacdo de glicose. No entanto,

a ativacdo da via CAP/APS/Cbl/TC10 esta, de alguma forma, envolvida em mecanismos que
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atenuam as ag¢des da insulina, uma vez que camundongos knockout para APS e Cbl apresentam

sensibilidade aumentada a insulina.

A ativagdo da via Ras-Raf-Mek-Erk ¢ a terceira via principal de sinalizacdo da insulina
e resulta na ativa¢@o das proteinas quinases ativadoras de mitoses (MAPK) (DOMINICI et al.,
2005). A via das MAPK, apesar de apresentar um possivel efeito sobre a translocacdo de
GLUT-4 para a membrana plasmatica, parece estar mais envolvida com a regulagdo da
expressdo génica e controle do crescimento e diferenciacdo celular; estando envolvida com os
efeitos promotores do crescimento deste hormonio e parecendo ser relativamente dispensavel na
regulagdo metabolica estimulada pela insulina (SALTIEL & KAHN 2001; PIROLA et al., 2004;
DOMINICTI et al., 2005). A figura 1 ilustra de forma sumarizada as vias de sinaliza¢do intra-

celulares da insulina.
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Figura 1 - Sinalizagdo e transducdo do sinal da insulina. O receptor de insulina ap6s ativado
sofre uma autofosforilagdo, catalizando a fosforilacao de diversas proteinas celulares. Estas vias
funcionam de forma coordenada na regulagdao do transporte das vesiculas, da sintese de
proteinas, da ativacdo e da inibi¢do enzimatica e da expressdo génica, que resultam na regulacao
do metabolismo da glicose, dos lipidios e das proteinas (SALTIEL & KAHN, 2001).

Em contraste a fosforilacdo da tirosina (Tyr), a qual serve para propagar o sinal
emitido a partir do IR, a fosforilagdo da serina (Ser) previne que o sinal da insulina atinja seu
destino final e ambos IR e IRS serdo alvos desta modificagdo covalente. Muitas evidéncias
indicam que fosforilagcdo da Ser controla muitas a¢des do IRS-1, incluindo sua interagdo com o
IR, assim como sua distribui¢do intra-celular e a sua destruicdo por proteassomos. Diversos
indutores de resisténcia a insulina, como a hiperinsulinemia crénica, TNF-a, e aumento nos AG

circulantes afetam a sinalizagdo da insulina por este mecanismo. Um dos principais sitios de
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307 Essas fosforilagdes inibitorias atuam em conjunto com as

fosforilagao da Ser € o residuo Ser
fosfatases PTEN e SHP-2 e com proteinas inibitdrias da familia dos supressores de sinalizagao

das citocinas (SOCS) para limitar a sinalizagdo intra-celular induzida pela insulina (DOMINICI

etal., 2005).

A insulina juntamente com os fatores de crescimento (insulin-like growth factors -
IGFs) tém um papel importante sobre o controle do metabolismo energético e do anabolismo em
vertebrados mamiferos e nao mamiferos. Os IGFs (IGF-I e IGF-II) e a pro-insulina dos
vertebrados apresentam semelhangas na seqiiéncia de aminoacidos e na estrutura terciaria da
molécula, sugerindo-se que os IGFs e a insulina possuam um gene ancestral comum (CHAN &
STEINER 2000). Da mesma forma; os receptores de IGFs e o receptor de insulina pertencem a
mesma sub-familia de receptores com atividade tirosina-quinase (DOMINICI et al., 2005). Com
relacdo ao metabolismo energético, os efeitos da insulina ocorrem sobre o metabolismo de
carboidratos, de gorduras e de proteinas. Os efeitos dos IGFs ocorrem, principalmente, sobre o
crescimento, a diferenciacdo e a proliferacdo celular (CHAN & STEINER 2000). Estas
moléculas sdo sintetizadas no figado e em diversos outros tecidos, primariamente sob controle
do GH (GRIFFIN & OJEDA, 2004). No entanto, os IGFs apresentam a capacidade de se ligar ao
receptor de insulina, assim como a insulina apresenta a capacidade de se ligar aos receptores de

IGFs; contudo, com menor afinidade (DOMINICI et al., 2005).

No metabolismo de carboidratos a insulina aumenta a captagdo de glicose no tecido
adiposo e no tecido muscular, bem como aumenta a atividade glicolitica nestes tecidos. Este

hormoénio também estimula a sintese de glicogénio em diversos tecidos; incluindo adiposo,
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muscular e hepatico, e inibe a glicogendlise no figado ¢ no musculo. A insulina ainda inibe a
gliconeogénese. Sobre o metabolismo de lipidios; observa-se inibicdo da lip6lise no tecido
adiposo (inibi¢do da enzima lipase hormonio sensivel), com conseqiiente redugdo na
concentracao plasmatica de acidos graxos; estimulo a sintese de acidos graxos e triglicerideos
nos tecidos, assim como aumento na formagdo de VLDL (lipoproteinas de muito baixa
densidade) no figado. A insulina ainda ¢ responsavel por uma maior captagao de triglicerideos
do sangue para o tecido adiposo através da estimulacdo a enzima lipase lipoprotéica em prol da
lipogénese, além de reduzir a oxidacdo de acidos graxos no musculo e figado e aumentar a

sintese de colesterol hepatico.

No metabolismo protéico a insulina aumenta o transporte de muitos aminoacidos para
os tecidos, aumenta a sintese de proteinas no tecido adiposo, muscular, hepatico dentre outros,
além de reduzir a protedlise e assim a sintese de uréia (NEWSHOLME & DIMITRIADIS,
2001). A figura 2 sumariza os efeitos anabolicos e anti-catabolicos da insulina. O figado ¢ alvo
central da agdo da insulina, onde atua através da ativacao e regulagdo génica de algumas enzimas
chaves para armazenagem de glicose na forma de glicogénio e de lipideos, e repressdao da
atividade e transcri¢do de enzimas envolvidas na sintese de glicose e liberacdo desta para

circulacao (SALTIEL & KAHN, 2001). Estes processos estdo ilustrados na Figura 3.
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Figura 2 - Regulagdo do metabolismo pela insulina, o mais potente horménio anabolico
conhecido. A insulina promove a sintese de carboidratos, de lipidios e de proteinas, inibindo sua
degradacdo e liberagdo no sangue. através do estimulo a captacdo de glicose, aminoacidos e
acidos graxos para dentro da célula em tecidos alvo (SALTIEL; KAHN, 2001).
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Figura 3 — Efeitos da insulina no hepatocito. A insulina estimula a expressdo de genes que
codificam enzimas glicoliticas e da sintese de acidos graxos, enquanto inibe as enzimas
envolvidas na gliconeogénese. Estes efeitos sao mediados por diversos fatores de transcrigao
como SREBP-1, HNF-4, Fox e PGC-1. Além disto o hormonio também regula a atividade de
algumas enzimas como a glicogénio sintase e citrato liase através da alteragdo no estado de
fosforilagdo (SALTIEL; KAHN, 2001).
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Diabetes Mellitus Canina e o Papel da Progesterona e do GH

O diabetes mellitus canino (DMC) é uma doenca cronica sist€émica decorrente de uma
deficiéncia relativa ou absoluta de insulina. A doenga ¢ classificada basicamente de duas formas
(SCHULMAN, 2003). A primeira ¢ baseada na classificagdo em humanos (tipo I - juvenil e tipo
IT - senil) e considera mecanismos patofisiologicos e alteragdes patologicas das células P
pancreaticas (HOENIG, 2002). A segunda forma de classifica¢do, considera a necessidade pela
terapia com insulina para estabelecer o controle glicémico, prevenir a cetoacidose diabética e
consequentemente permitir a sobrevivéncia do paciente, classificando o DM em dependente de

insulina (DMID) ou DM néo dependente de insulina (DMNID) (GUPTILL et al., 2002).

O DM tipo I € caracterizado por uma combinacdo de suscetibilidade genética e
destruicao imunomediada das células 3, com progressiva e muitas vezes completa deficiéncia de
insulina (FELDMAN & NELSON, 2004). Auto-anticorpos sao formados contra a insulina
sérica, as c¢lulas B e outros componentes das ilhotas pancreaticas; como a enzima acido
glutdmico descarboxilase (GAD), estes anticorpos sao utilizados na identificacdo de individuos
em risco de desenvolver DM tipo I, uma vez que ja estdo presentes na circulacao sangiiinea antes
do aparecimento de hiperglicemia e sinais clinicos (HOENIG, 2002). A destruigdo
imunomediada das ilhotas pancreaticas comeca pela suscetibilidade genética, e a ocorréncia de

um evento que ird desencadear a autoimunidade contra as células .

Acredita-se que em cdes o DM progrida de forma semelhante, mas infelizmente ndo ¢

identificado antes dos estdgios finais, quando a terapia insulinica ¢ fundamental. Uma vez
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descompensadas, ¢ na presenca de hipoinsulinemia, as células B ndo sdo mais capazes de
recuperagdo (HOENIG, 2002). O DM em caes jovens ¢ um achado extremamente raro (GRECO,
2001a), embora Souza et al. (2004) tenham relatado diabetes em cdo Pincher de 5 meses. Estes

achados motivam as discussoes sobre a classificagdio do DM em cies.

O DM tipo II ocorre por uma resisténcia periférica a insulina e por disfuncdo das
células B (HOENIG, 2002). Acredita-se que estes defeitos sejam de origem genética e sdo
evidentes por até mais de uma década antes do inicio da doenga clinica. Fatores ambientais;
como a obesidade, podem acentuar o problema. Aumento nas concentragdes séricas de acidos
graxos livres na circulagdo portal induz menor ag¢ao hepatica da insulina, resultando em excesso
de produgdo de glicose hepatica e hiperglicemia pos-prandial persistente (McGARRY, 2002). A
resisténcia muscular a insulina leva a diminui¢do da captacdo muscular de glicose apds as
refeicdes. Muitas alteracdes nos receptores a insulina e nas vias de sinalizagdo pds-receptor
contribuem para a resisténcia ao hormonio, assim como a reduzida secre¢@o de insulina, a qual é
um dos principais pontos da patogénese da intolerancia a glicose no DM tipo II. Os pacientes
acometidos por esta forma da doenca ndo dependem de insulina para controlar a doenca
(NELSON, 2003). Este controle ¢ obtido por meio de dieta apropriada, agentes hipoglicemiantes
de uso oral e exercicios (BEHREND, 2002). A terapia com insulina pode tornar-se necessaria
frente a severa resisténcia a insulina e disfuncdo das células . Alguns cdes e gatos obesos sdo

identificados com resisténcia a insulina associada a reduzida secre¢dao do hormdnio (HOENIG,

2002).
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Como a classificagio do DM em humanos em tipos I e II ¢ baseada em histdrico
familiar, apresentagdo clinica (também conhecidas como diabetes juvenil e diabetes senil,
respectivamente, em decorréncia da idade média dos individuos acometidos), presenca de auto-
anticorpos contra células B e insulina, assim como testes com secretagogos de insulina (glicose,
glucagon), € clinicamente relevante e talvez mais correto classificar o DM em caes como DMID
e DMNID (FELDMAN & NELSON, 2004). Em caes, o historico familiar normalmente ndo esta
disponivel; a apresentacdo clinica ndo auxilia muito na diferenciagao entre DM tipo I ou II; os
testes de secrecdo de insulina ndo sdo utilizados rotineiramente e os testes imunologicos nao sao

disponiveis nas rotinas clinicas.

Praticamente todos os cdes apresentam DMID no momento do diagndstico (NELSON,
1997). Em caes este tipo ¢ caracterizado por hipoinsulinemia, acompanhada de auséncia de
aumento nas concentragdes séricas de insulina e/ou peptidio C apds administracdo de um
secretagogo como a glicose (HOENIG, 2002). O uso de dietas apropriadas e agentes
hipoglicemiantes orais ndo ¢ suficiente para manutengdo do estado euglicémico, o que gera

dependéncia de insulina para manutenc¢do da glicemia (BEHREND, 2002; SCHULMAN, 2003).

Diversos fatores estao envolvidos na etiopatogénese do DM em caes. Dentre os fatores
etiopatogénicos envolvidos; a predisposicdo genética tem sido sugerida por associacdes
familiares e analises de pedigree (GUPTILL et al., 2002). Outros fatores potencialmente
envolvidos sdo a insulite imunomediada, pancreatite, obesidade, antagonismos hormonais
(hiperadrenocorticismo, diestro, acromegalia), fdrmacos (glicocorticdides, estreptozootocina),

infecgdes, doencas intercorrentes (insuficiéncia renal, doenga cardiaca), hiperlipidemia e
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amiloidose nas ilhotas; sendo este ultimo nao totalmente aceito (FELDMAN & NELSON,
2004). Segundo Fleeman; Rand (2001), a descoberta recente de que cerca de 50% dos caes
diabéticos apresentam anticorpos contra células B suporta a existéncia de uma auto-imunidade

humoral.

As lesdes patoldgicas mais comuns em cdes com DM sdo uma redugdo no nimero € no
tamanho das ilhotas de Langerhans, um reduzido nimero de células B nas ilhotas e degeneragao
hidropica das mesmas (HOENIG, 2002). Auséncia absoluta congénita de células B, e aplasia ou
hipoplasia de ilhotas pancredticas ja foram descritas em cdes com DM (NELSON, 1997).
Alteragdes menos severas nas células B e nas ilhotas podem predispor o cdo adulto ao DM
quando exposto aos fatores ambientais de risco (FELDMAN & NELSON, 2004). Estes fatores
ambientais podem induzir a degeneracdo de células B secundariamente a resisténcia cronica a
insulina ou podem causar liberacdo de proteinas celulares provenientes de células . Estas
proteinas podem se tornar alvos de destrui¢do imunomediada das ilhotas de Langerhans
(FELDMAN & NELSON, 2004). Infiltracao linfocitaria ¢ um achado raro em caes,
diferentemente do que ocorre no DM tipo I de humanos e de bovideos. E provavel que ocorram
infiltrados leucocitarios nas ilhotas pancreaticas no inicio do processo auto-imune, porém ja
haveriam desaparecido no momento da morte na maioria dos caes diabéticos (HOENIG, 2002).
Segundo o mesmo autor, apos episddios de pancreatite, 30% dos casos apresentam destrui¢do de
ilhotas, que sdo substituidas por tecido fibroso. Em outros casos ocorre degeneragao de ilhotas

ou nenhuma ilhota é encontrada.
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Intolerancia aos carboidratos, induzida por obesidade, e a presenca de amildéide em
ilhotas, ja foram encontrados em alguns caes diabéticos. Embora o reconhecimento clinico de
DMNID seja bastante raro em caes (MATTHEEUWS et al., 1984; HOENIG, 2002). Sowa et al.
(1990) demonstraram que o polipeptidio amildéide pancredtico causa resisténcia periférica a
insulina in vivo. A proteina amildide presente nas ilhotas ¢ considerada uma importante
caracteristica do DM tipo II em humanos (HOENIG, 2002). Uma pequena porcentagem de caes
diabéticos apresenta aumento dos niveis de peptidio C em testes de liberacdo de insulina, o que
sugere a presenca de algumas células beta funcionais (FELDMAN & NELSON, 2004).
Infelizmente estes cdes necessitam de terapia com insulina para diminuir a hiperglicemia

(SCHULMAN, 2003).

Catchpole et al., (2005) classificaram o DM canino como diabetes insulino-deficiente
(IDD) e diabetes insulino—resistente (IRD). A IDD priméaria em caes seria caracterizada por uma
perda progressiva de células B pancreaticas; causada por doengas como hipoplasia/abiotrofia
congénita de células B, perda de células B secundaria a doenga pancreatica exdcrina, destruigao
imuno-mediada de células B ou idiopatica. A IRD primaria resultaria de antagonismos a fung¢ao
da insulina por outros hormonios (diestro/diabetes gestacional); secundaria a outras doengas
endocrinas (hiperadrenocorticismo e acromegalia); iatrogénica (uso de glicocorticoides e
progestinas sintéticas) e ainda por intolerancia a glicose associada a obesidade, porém ndo como
causa primaria do DM em cdes. A IRD pode ocasionar um estado diabético reversivel,
extremamente incomum em caes, sendo considerado por alguns autores como DM tipo III

(KANEKO et al., 1997). Nestes casos, o reconhecimento precoce da resisténcia a insulina e

38



conseqiiente tratamento adequado da endocrinopatia concomitante, pode resolver o DM tipo III

retornando a um estado euglicémico sem o uso continuo de insulina (BEHREND, 2002).

Apesar de haver adequada massa de células B funcionais, estas ndo conseguem secretar
insulina suficiente para a manutengao da euglicemia na presenca de um antagonismo patoldgico
aos efeitos da insulina (BEHREND, 2002). Falhas em corrigir rapidamente estes antagonismos
resultam em perda de células B e eventual desenvolvimento de DMID secundario (FELDMAN
& NELSON, 2004). Fleeman & Rand (2001) relataram que uma hiperglicemia cronica (>250
mg/dL) por cerca de duas semanas ¢ suficiente para causar perda de células B e DM permanente
devido a resisténcia periférica a insulina e supressio da secrecdo deste hormodnio
(glicotoxicidade). A hiperglicemia persistente apos pancreatite ¢ outra forma de DM secundario.
A ativacgdo de enzimas pancreaticas dentro dos acinos e sistema de ductos pancreaticos inicia a
pancreatite, ¢ o envolvimento das ilhotas pode ocorrer por extensdo da necrose e inflamagao
pelos tecidos ao redor (FLEEMAN & RAND, 2001). Além disto, a auto-imunidade contra
células B, inflamacdo pancreatica e a regulagdo da imunidade intestinal podem estar interligadas
na patogénese do processo, uma vez que pessoas com DM tipo I normalmente apresentam
regulacdo da imunidade intestinal anomala. Dois fatores de risco que estdo freqiientemente
implicados na patogénese do DM tipo I sdo infec¢des enterovirais e exposi¢do as proteinas do

leite de vaca (RAND et al., 2004).

A grande maioria dos cdes recentemente diagnosticados com DM apresentam
concentragdes de insulina menores que 12 pU/mL ou muitas vezes indetectaveis. Concentragdes

maiores que 18 pU/mL sugerem a existéncia de células f funcionais e a possibilidade de DM
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secundario com possibilidade de reversao do quadro a um estado nao dependente de insulina se
os antagonismos hormonais presentes forem eliminados. Ainda assim, a terapia com insulina ¢é
recomendada nestas situagdes para corre¢do da hiperglicemia e reducdo do estresse as células

beta enquanto o antagonismo nao ¢ resolvido (FELDMAN & NELSON, 2004).

Ainda que a obesidade cause resisténcia a insulina em caes, nao existem trabalhos bem
documentados que convincentemente demonstrem que o DM tipo II exista como uma doenca
significante em cdes (RAND et al., 2004). Nenhum trabalho epidemioldgico foi publicado
avaliando a relagdo entre obesidade ¢ DM em céaes desde 1960. Contudo, Krook et al. (1960)
observaram que a prevaléncia de DM era maior em caes obesos. A obesidade ¢ um fator de risco
bem estabelecido para DM tipo Il em gatos e em humanos. Porém, em cdes ndo ha nenhum
relato de uma forma de diabetes semelhante ao tipo II. Nesta espécie a obesidade causa
resisténcia a insulina, que leva a hiperinsulinemia e a intolerancia a glicose (MATTHEEUWS et
al., 1984). Entretanto, o estudo de Mattheeuws et al. (1984) utilizou 15 cadelas obesas com DM
e secrec¢ao residual de insulina. No entanto; das 15 pacientes, 13 eram fémeas intactas, o que
torna dificil separar os efeitos da resisténcia a insulina induzida pelo diestro e da resisténcia a

insulina induzida pela obesidade (RAND et al., 2004).

A obesidade induzida por dieta rica em gorduras saturadas provoca efeitos
pronunciados. Caes alimentados com uma dieta rica em gordura desenvolvem resisténcia
insulinica ndo compensada por aumento na secre¢do hormonal, resultando em intolerancia a
glicose mais severa; além de sofrerem uma reducdo no transporte de insulina para o SNC

(KAYALA etal., 1999; KAYALA et al., 2000; RAND et al., 2004). Um estudo epidemiologico
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conduzido na regido de Porto Alegre - Brasil evidenciou que 69% dos proprietarios de cdes
diabéticos consideravam seus ciies com sobrepeso ou obesos antes do diagnéstico (POPPL &
GONZALEZ, 2005). O mesmo estudo documentou que 50% dos pacientes com diabetes
recebiam a cada refei¢do, comida caseira mais ragdo e que outros 29% deles recebiam somente
comida caseira como dieta at¢é o momento do diagnostico. Nesta populagdo de pacientes
diabéticos estudada; 79% deles recebiam petiscos como paes, biscoitos, doces e chocolates fora
dos horarios das refei¢cdes; o que corrobora com a hipotese de obesidade e de desequilibrio
nutricional como fatores de risco para o desenvolvimento da DM canina (MATTHEEUWS et

al., 1984; KAYALA et al., 1999; POPPL & GONZALEZ, 2005).

Em um estudo de caso-controle conduzido na Suécia; Klinkenberg et al. (2006)
observaram também uma maior ocorréncia de obesidade e de alimentagdo desequilibrada
(comida caseira sozinha ou associada a ragdo e petiscos) nos pacientes diabéticos quando
comparados aos controles. Além disto, evidéncias em outros modelos bioldgicos apontam para
os efeitos deletérios da obesidade sobre a sensibilidade a insulina e predisposi¢do ao DM. Além
das diversas adipocitocinas liberadas pelos adipocitos, os AGLs reduzem a captagdo de glicose
muscular e a secrecdo de insulina e aumentam a producdo hepatica de glicose (McGARRY,
2002). Os AGL também estdo associados a reduzida fosforilacdo de mensageiros intra-celulares,
resultando em menor resposta a insulina (SALTIEL & KAHN, 2001). A reducdo na secregao de
adiponectina na obesidade (adipocitocina com efeitos pro-insulina) € outro fator importante na

interagdo obesidade — homeostase da glicose (COSTA & DUARTE, 2006).

41



O pico de prevaléncia do DM em cées ¢ entre os 7 ¢ 9 anos (GRECO, 2001a), com uma
incidéncia de 1:100 a 1:500 (NELSON, 1997). Guptill et al. (2002) citam uma prevaléncia de
1:270 nos EUA, enquanto Poppl & Gonzalez (2005) observaram uma prevaléncia de 1:865
(0,11%) na regido de Porto Alegre - Brasil. Segundo Catchpole et al., (2005) a prevaléncia de
diabetes esta estimada em algo entre 0,0005% e 1,5% (0,32% no Reino Unido). Esta incidéncia
esta aumentando significativamente nas ultimas décadas (GUPTILL et al., 2002). Entre 1970 e
1999 a prevaléncia hospitalar de DM cresceu de 19 casos para cada 10.000 cdes para 64 casos
para cada 10.000 cdes nos Estados Unidos. Este aumento na prevaléncia deve-se nao so a
avancos nas técnicas e no conhecimento dos veterinarios (hipotese suportada pela redugao na
mortalidade destes pacientes de 37% para 5% no mesmo periodo), mas também devido a maior
prevaléncia de obesidade, de alimentagdo desequilibrada, de estresse e de sedentarismo nos
animais (GUPTILL et al., 2002; NEUVIANS & BERGER, 2002; RAND et al., 2004;

CATCHPOLE et al., 2005; KLINKENBERG et al., 2006).

Apesar de em humanos nao estar totalmente elucidado o componente genético do
DMID, sabe-se que estdo envolvidos genes do MHC (complexo de histocompatibilidade
principal), responsaveis pela resposta imune. Em caes ndo foi encontrada correlacdo com estes
genes. Outros genes menos importantes envolvidos na patogénese do DM em humanos variam
amplamente entre diferentes etnias, nacionalidades e localizagdes geograficas. Possivelmente,
diversas ragas puras de cdes tenham diferentes genes envolvidos na patogénese do DM (HESS et

al., 2000).
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Predisposicao genética para o desenvolvimento da doencga, via associagdes familiares e
estudos de pedigee, foram descritos em caes Keeshounds (Wolf Spitz, cdo lobo), raca pouco
popularizada no Brasil ¢ em Poodles miniatura, Samoiedas ¢ Rottweillers (RAND et al., 2004).
Diversos estudos identificaram racas de cdes com maior ou menor risco de desenvolver DM
(HESS et al., 2000; GUPTILL et al., 2002). Australian Terrier, Schnauzer, Samoieda, Pug, Fox
Terrier, Keeshound, Bichon Frise, Spitz, Husky Siberiano, Poodles toy e miniatura aparecem em
diferentes estudos como ragas com maior chance de desenvolver DM comparados a cades sem
raca definida (HESS et al., 2000; GUPTILL et al., 2002). Nenhum fator genético responsavel
pelo inicio da doenca foi descoberto nessas ragas e as alteragdes histopatologicas diferem em
caes que desenvolvem DM na infancia (aplasia e hipoplasia de ilhotas) com relacao aqueles que
desenvolvem DM na idade adulta (infiltrados inflamatérios e destruicao de ilhotas) (GUPTILL
et al., 2002). Ragas como o Pastor Alemdo, Golden Retriever, American Pitbull, Terrier, Boxer,
Collie, Pequinés, e Pointer sdo ragas com menor risco de desenvolver DM (HESS et al., 2000;

GUPTILL et al., 2002).

E importante ressaltar que a popularidade das ragas em diferentes regides pode alterar
estes dados com relacdo a predisposicao a doenga (FELDMAN & NELSON, 2004). Guptill et
al., (2002) nao encontraram correlagdo entre a variagdo sazonal na incidéncia de DM. Contudo,
outros autores verificaram em cdes uma maior incidéncia de DM entre os meses de novembro e

janeiro no hemisfério norte (RAND et al., 2004; CATCHPOLE et al., 2005)

Suspeita-se que ragas nérdicas como Husky, Samoyeda, Spitz e Keeshound apresentem

um mecanismo metabolico semelhante ao observado em Psammomys obesus (gérbil, modelo de
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pesquisa para estudos da Sindrome Metabdlica Humana) e certas populagdes humanas que
apresentam alto risco de desenvolver DM tipo II, pois os ancestrais destas ragas teriam sido
criados para sobreviver a longos periodos de pouca disponibilidade de alimentos (GUPTILL et

al., 2002).

Em fémeas, a incidéncia de DM ¢ duas vezes maior que em machos (FLEEMAN &
RAND, 2001), cerca de 70% dos pacientes diagnosticados com diabetes sdo fémeas
(CATCHPOLE et al., 2005). Estudo em nossa regido encontrou 95% de fémeas diabéticas entre
20 pacientes diagnosticados com DM no periodo entre 2000 e 2004 (POPPL & GONZALEZ,
2005). Machos castrados apresentam maior chance de desenvolver DM que machos inteiros,
assim como caes com menos de 22 kg de peso t€ém mais chances que cdes mais pesados
(GUPTILL et al., 2002). Segundo Greco (2001a,b) o DM em filhotes é extremamente raro,

sendo incomum o aparecimento da doenca em cdes com menos de um ano.

O DM em fémeas intactas ¢ freqiientemente associada com a fase do ciclo estral onde
predomina a progesterona (diestro), e assemelha-se ao diabetes gestacional (DMG) em humanos
(CATCHPOLE et al., 2005). Poppl & Gonzalez (2005) evidenciaram uma prevaléncia de 69%
de DM durante a fase de diestro. No Reino Unido, a redug@o no uso de progestagenos sintéticos
e a pratica de esterilizacdo das fémeas ndo reprodutoras vem reduzindo a DM decorrente do

diestro em fémeas caninas.

Em humanos, o diabetes mellitus gestacional ¢ definido como qualquer grau de

intolerancia a glicose com comecgo ou primeira constatagdo durante a gestagdo (RAND et al.,
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2004). Durante uma gestagdo normal humana, ha um aumento progressivo na secrecao de
insulina em resposta a sobrecarga de glicose ou outros estimulos, observando-se uma menor
sensibilidade a insulina nos dois tergos finais de gestagdo. As mulheres que desenvolvem DMG
manifestam varios graus de hiperglicemia e hiperlipidemia além de maior chance de
complicagdes no parto ¢ morbidades para mae e neonato. Etnia, obesidade, distribui¢do de
gordura corporal, idade, dieta e exercicios sdo os principais fatores nao-gestacionais que
influenciam a sensibilidade a insulina (COUSINS, 1991; BEISCHER et al., 1991). Entretanto, o
principal fator envolvido no desenvolvimento do DMG seria as flutuagdes hormonais durante a
gestacdo (COUSINS, 1991). Ryan & Enns (1988) observaram em adipdcitos de ratos, que
durante a gestacdo a ligagdo da insulina ao IR foi normal, porém o transporte de glicose foi
reduzido. A ligacdo maxima da insulina ao receptor foi observada com o aumento do estradiol. A
progesterona e o cortisol reduziram a ligagdo méaxima da insulina ao receptor e o transporte de
glicose. A prolactina e o lactogénio placentario humano reduziram o transporte de glicose,
porém ndo alteraram a ligagdo da insulina ao seu receptor; fatores consistentes com defeitos de

sinaliza¢@o da insulina durante a gestagdao (RYAN & ENNS, 1988).

Na espécie canina, a progesterona, assim como 0s progestdgenos sintéticos, podem
aumentar a liberagdo de hormdnio do crescimento (GH) pelo tecido mamério, sendo um
importante fator envolvido na resisténcia a insulina e também associado a tumores de mama e ao
complexo hiperplasia endometrial cistica - piometra (FERREIRA & LOPES, 2000; RIINBERK
et al., 2003). Normalmente ocorre uma reducgdo na sensibilidade a insulina em cadelas prenhes
sadias entre os dias 30 e 35 da gestacdo, tornando-se mais grave no final da gestacdo. O diestro

na cadela dura aproximadamente o mesmo tempo de um gestacdo (9 semanas) e considera-se o
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perfil hormonal do diestro e das prenhes praticamente idénticos (FLEEMAN & RAND 2001).
Cadelas com DM transitorio, causado por diestro, apresentam grandes chances de desenvolver
DMID na proxima fase progesteronica do ciclo estral. Por este motivo ¢ recomendada a
castracdo logo apos o diagnostico de DM (FLEEMAN & RAND, 2000). Cerca de 5% das
pacientes com diagnostico inicial de DM durante o diestro podem reverter a um estado
euglicémico se submetidas a castragdo (FELDAM & NELSON; 2004). Se o DM persistir apos o

fim do diestro, deve-se reclassifica-lo como DMID (RAND et al., 2004).

O aumento na concentracdo sérica de progesterona durante o diestro pode causar
diabetes em caes, por promover um efeito antagdnico a insulina, reduzindo a ligacao de insulina
ao receptor e o transporte de glicose nos tecidos alvos (RYAN & ENNS, 1988; RAND et al.,
2004) e secundariamente por promover a liberacdo de GH pela glandula mamaria (SELMAN et
al., 1994, RIJNBERK et al., 2003). O GH, um dos contra-reguladores da insulina, reduz a
concentracdo de receptores a insulina, reduzindo a captacdo de glicose nas células alvo
(MOLLER & FLIER, 1991). Contudo, Dominici et al. (2005) consideram a redugdo na
concentragdo do IR na membrana celular das células alvo, como conseqiiéncia da down-
regulation decorrente da hiperinsulinemia devido a resisténcia insulinica gerada pelo GH. Os

efeitos lipoliticos do GH também sdo antagdnicos aos efeitos da insulina (GANONG, 2005).

O reconhecimento da contra-regulagdo do GH sobre os efeitos da insulina data de
quase sete décadas, no entanto somente ha pouco tempo os mecanismos moleculares envolvidos
na resisténcia insulinica promovida pelo GH tornaram-se conhecidos. Evidéncias acumuladas

sugerem que o GH modula a sensibilidade a insulina por multiplos mecanismos, pois as vias de
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sinalizac¢do intra-celular do GH e de seu principal efetor, o IGF-I, convergem com as vias de

sinaliza¢do da insulina (DOMINICI et al., 2005).

A exposigdo cronica a um excesso de GH esta associada a redugdo na resposta a
insulina em termos de fosforilagdo do IR, IRS-1 e IRS-2, associacdo p85-IRS-1 e atividade da
PI3K no musculo esquelético. Em contraste, o excesso de GH leva a ativagdo cronica da via
IR/IRS-1/PI3K no figado, bloqueando a ativagdo induzida pela insulina; sugerindo ser o figado o
local primario de resisténcia a insulina frente a0 GH. A inibigdo da sinalizagdo da insulina no
musculo esquelético por exposicdo cronica ao GH parece envolver uma maior quantidade da
subunidade p85 da PI3K, uma proteina que exerce um papel negativo sobre a sinalizacdo da
insulina. A modulagdo da ac¢do da insulina pelo GH também parece envolver mecanismos de
atenuacao do sinal da insulina como maior expressao de proteinas SOCS e maior fosforilagdo do
IRS-1 e residuos de serina (Ser). A modulacdao da expressao de algumas adipocitocinas como a
adiponectina e visfatina também podem exercer um papel na resisténcia insulinica promovida
pelo GH (DOMINICI et al., 2005). A figura 4 ilustra as vias de sinaliza¢do cruzadas entre a

insulina, GH e IGFs envolvidas na resisténcia insulinica promovida pelo GH.
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Figura 4 — Inter-relagdes entre a sinalizagdo do GH, IGF-1 e insulina em células alvo

(DOMINICI et al, 2005).

Os avangos nas tecnologias disponiveis e nos estudos de manuten¢do nutricional do
paciente diabético, associados a maior consciéncia dos proprietarios com relagdo a posse
responsavel e ao maior cuidado dos veterinarios com doengas concomitantes como as infecgoes
do trato urinario e de doencgas periodontais, vém contribuindo para o maior sucesso da terapia a
longo prazo dos animais diabéticos e conseqiiente redu¢do de mortalidade (GUPTILL et al.,

2002).
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Ciclo Estral Canino

A cadela ¢ considerada uma espécie monoéstrica sazonal, apresentando tipicamente
um ciclo estral a cada 7 meses, podendo haver intervalos interestrais de 4 a 13 meses em
decorréncia de varia¢des individuais, nutricionais, sazonais e raciais (HOFFMANN et al., 1996;
OLIVEIRA et al., 2003; FELDMAN & NELSON, 2004). O ciclo estral de uma forma geral ¢
caracterizado por 4 fases distintas (pro-estro, estro, diestro e anestro) e a duragdo de um ciclo
estral corresponde ao periodo entre o comego de um estro € a nova ocorréncia de estro. O
intervalo inter-estral corresponde ao periodo entre o fim de um estro e o comego de um novo
pro-estro. As fases do estro e pro-estro assemelham-se a fase proliferativa (ou estrogénica) do
ciclo menstrual, enquanto a fase do diestro corresponde a fase secretora (ou lutea) do ciclo

menstrual (HOFFMANN et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2003).

Apesar das cadelas apresentarem ciclos ovarianos ao longo do ano, hd uma certa
preferéncia evolucionaria por cios no final do inverno e comego da primavera, de forma a que
os filhotes nasgam em um ambiente mais favoravel. A medida que os fémeas caninas vao
envelhecendo (a idade ideal para procriacdo dura aproximadamente 7 anos) varias mudangas
podem ocorrer, como por exemplo, o progressivo aumento no intervalo inter-estral, redugdo no
tamanho das ninhadas, aumento na ocorréncia de defeitos congénitos e problemas no parto.
Entretanto, cadelas saudéaveis seguem ciclando durante toda a vida, diferentemente da espécie
humana que experimenta a menopausa (parada na atividade reprodutiva) (FELDMAN &

NELSON, 2004).

49



O proé-estro € o periodo de acentuada atividade folicular que precede o estro, quando os
machos sdo atraidos pelas fémeas, no entanto elas recusam a copula. O comego desta fase €
usualmente, e de forma mais confidvel, definido quando sangramento vaginal inicia e termina
quando a fémea permite que o macho monte e copule (RODRIGUES & RODRIGUES, 2002).
Critérios adicionais aplicados ao inicio e ao final do pro-estro incluem alteracdes nas paredes da
mucosa vaginal verificadas por endoscopia ou alteragdes na citologia esfoliativa das células do
epitélio vaginal (VANNUCHI et al., 1997). A duragdo desse periodo é normalmente entre 6 e
11 dias (média de 9), no entanto, variagdes de 2 a 25 dias podem ser observadas (HOFFMANN

etal., 1996; CONCANNOM et al., 1989).

No proé-estro, clinicamente fica marcante a atracdo dos machos pela a fémea, em parte,
devido a secrecdo de feromonios, no entanto, ndo ocorre a monta. Ao longo do pro-estro, a
fémea vai perdendo sua atitude anti-sexual e passa a ficar mais receptiva, ja procurando e
brincando com os machos. A descarga vaginal sanguinolenta, freqlientemente observada nas
fémeas durante o pro-estro, comega em decorréncia da diapedese de eritrocitos a partir do
endométrio e do sub-epitélio vaginal por ruptura de capilares por influéncia do estrégeno. O
sangue desce pela cérvix que se encontra relaxada e escorre pela vulva. A vulva normalmente
encontra-se ingurgitada e aumentada de tamanho em decorréncia do acumulo de liquido, o que
ajuda a prevenir a penetragdo de um macho. Ao longo do pré-estro a vulva vai tornando-se mole

e suave (FELDMAN & NELSON, 2004).

A cadela em pro-estro esta sob influéncia do estrogénio sintetizado e secretado pelos

foliculos em desenvolvimento. Durante o final do anestro ocorrem pulsos de secre¢do de FSH e
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LH em concordancia. Durante o inicio do pro-estro hd uma maior secrecio de FSH,
acompanhada por uma maior secre¢cdo de LH (FELDMAN & NELSON, 2004). Os foliculos que
se desenvolvem frente a estas gonadotropinas secretam estrogenos que participam na
manifestacdo dos sinais clinicos e comportamentais dessa fase, bem como na preparagao uterina
para a gestagdo (THOMPSON, 2006). A concentragdo média de estrogeno durante o anestro
flutua entre 5 e 15 pg/mL, atingindo um pico de até 70 pg/mL entre 24 a 48 horas antes do
inicio do estro. O declinio na concentragdo sérica de estrogeno desencadeia o estro, retornando a
valores basais entre 5 e 20 dias, permanecendo neste patamar até a proxima fase folicular. A
concentracao de progesterona em cadelas em anestro € pequena (basal, menor que 0,5 ng/mL),
permanecendo com valores menores que 1 ng/mL durante o pré-estro (9 dias) (OLIVEIRA et

al., 2003; FELDMAN & NELSON, 2004).

Diversos tecidos-alvo sofrem alteragdes frente ao aumento da concentracdo de
estrogeno no pro-estro. Estas incluem crescimento dos ductos e dos tibulos das glandulas
mamarias, engrossamento dos ovidutos e do endométrio, aumento na sensibilidade miometrial,
alongamento dos cornos uterinos, relaxamento da cérvix e proliferacdo do epitélio vaginal
(FELDMAN & NELSON, 2004). O principal marcador celular dos esfregagos vaginais do pro-
estro sao os eritrocitos. No inicio desta fase a 1amina pode se assemelhar muito a do anestro em
funcao da presenca de células parabasais, intermediarias, neutréfilos e bactérias. Com o avango
do pro-estro deixa-se de observar neutrofilos na 1dmina, uma vez que o espessamento do epitélio
ndo permite mais a passagem de leucocitos. As células epiteliais vao sendo substituidas por
células superficiais nucleadas e anucleadas e no final deste periodo cerca de 80% da lamina

contém este padrao de células (VANNUCCHI et al., 1997).
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A fase do estro ¢ onde a fémea permite a monta e a copula do macho. O termo estro
deriva da palavra grega oistrus, significando “desejo veemente”. O primeiro dia em que a fémea
aceita a monta marca o comeco desta fase, que termina quando a fémea refuga a monta pela
primeira vez. Nenhum outro critério define melhor esta fase (RODRIGUES & RODRIGUES,
2002; FELDMAN & NELSON, 2004). Os sinais clinicos do estro s6 ocorrem se tiver
acontecido um lento aumento na concentracdo de estrogenos seguida pelo declinio. Este
decréscimo na concentracdo de estrogénio reflete a maturacao final dos foliculos ovarianos,
alguns dias antes da ovulagdo. Os foliculos ovarianos passam a sintetizar mais progesterona do
que o necessario para servir como precursor para sintese de estrogeno apos dias do comeco do
pro-estro (CONCANNOM et al., 1989). Em conjunto com a redugdo na concentragdo de
estrogeno, que comeca nas 24-48 horas prévias ao estro, concentracdes cada vez maiores de
progesterona sdao observadas no plasma, mantendo-se maior que 2 ng/mL em decorréncia da
luteinizagdo de células foliculares adicionais. A concentragdo de progesterona continua
aumentando durante o estro e as primeiras semanas do diestro (OLIVEIRA et al., 2003). Este
panorama hormonal (redu¢do no estrégeno e elevagdo da progesterona) ¢ responsavel por dois
eventos importantes: (1) a mudanga comportamental (i.e. aceitagdo do macho), ocasionada pela
elevacdo e posterior reducao da concentragdo de estrogenos. (2) a intensa retroalimentagcdo no
hipotdlamo e hipofise, resultante da redugdo na concentracdo do estrogeno e elevagdao da
concentracao da progesterona, levando a secrecdo de FSH e principalmente de LH no estro

(CONCANNOM et al., 1989).
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Desta forma tem-se um aumento da concentracdo de progesterona antes da formagao
de um corpo luteo, o que reforca a idéia de que células foliculares sdo capazes de secretar
progesterona ainda no pro-estro (HOFFMANN et al.,, 1996; THOMPSON, 2006). A
progesterona ¢ importante para manter e intensificar o comportamento de aceita da monta,
caracteristico do estro. A liberagdo de LH estimulada pela alteragio na relagdo
estrogeno/progesterona estimula a ovulagdo dentro de 24 a 48 horas, e logo apo6s ocorre a
formagao do corpo liteo (CONCANNOM et al., 1989). Antes da formagdo do corpo luteo,
cerca de dois dias depois da ovulagdo, a concentracdo de progesterona normalmente esta entre 4
e 10 ng/mL. Quando a concentragdo de estrogeno fica abaixo dos valores basais (15 pg/mL) o
estro termina (HOFFMANN et al., 1996; FELDMAN & NELSON, 2004). Isto se reflete no
comportamento da fémea, que passa a rejeitar a monta agressivamente. Também observa-se
uma reduc¢do na incidéncia de células superficiais na avaliagdo da citologia vaginal, bem como
reducdo na largura do epitélio vaginal e no tamanho da vulva. Nesta fase as fémeas ndo mais

atraem os machos (VANNUCCHI et al., 1997; RODRIGUES & RODRIGUES, 2002).

As alteragdes hormonais que ocorrem no estro também se refletem no trato genital da
fémea. A ovulagdo ocorre de 24 a 72 horas apos o pico de LH, e o nimero de odcitos primarios
(1 a 15) liberados depende de diversos fatores, sendo a raca um dos mais importantes
(HOFFMANN et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2003). A cadela é uma das tnicas espécies que
ovula odcitos primarios, que sofrerdo meiose somente na luz uterina (THOMPSON, 2006). A
ruptura de todos os foliculos ovulatérios demora de 12 a 96 horas. No entanto, apesar deste
processo nao ser perfeito (sincronia de ovulagdo), os oocitos liberados em momentos diferentes

estdo no mesmo estagio de desenvolvimento, o que garante que o desenvolvimento embrionario
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de todos os fetos ocorra de forma similar (FELDMAN & NELSON, 2004). Os foliculos
rompidos luteinizam rapidamente e sofrem uma reorganizacdo que da origem ao corpo liteo
capaz de manter a sintese de progesterona por 2 meses ou mais (RODRIGUES &
RODRIGUES, 2002). Durante este periodo o ttero continua sua preparagao para a implantagao.
O sangramento a partir do endométrio usualmente cessa, contudo, o desenvolvimento glandular
e o aumento na irrigacdo endometrial ainda ndo estdo completos (FELDMAN & NELSON,

2004).

A duragao do estro ¢ de usualmente 5 a 9 dias, no entanto, variagdes de 1 a 20 dias ja
foram observadas (CONCANNOM et al., 1989; HOFFMANN et al., 1996; OLIVEIRA et al.,
2003). De uma forma resumida; no primeiro dia do estro hd aumento dos valores de
progesterona e redugdo nos niveis de estrogeno, resultando no comportamento passivo frente ao
macho, o dia 2 do estro estd associado ao pico de LH, sendo o dia 3 o de maturagdo final dos
foliculos. A ovulagdo ocorre entre os dias 4 € 7, enquanto entre os dias 5 ¢ 9 ocorre a maturagao
dos o6citos primarios em odcitos secundarios que podem se fertilizados. O dia 10 normalmente

¢ o primeiro dia do diestro (HOFFMANN et al., 1996; FELDMAN & NELSON, 2004).

A citologia vaginal do estro ¢ relativamente constante, com as cé€lulas superficiais e
escamas anucleadas respondendo por 80 a 100% das células observadas no esfregaco. Nao sao
observados neutrofilos e eritrocitos sdo raros (VANNUCCHI et al., 1997). A secregdo vaginal
observada nesta fase pode apresentar glicose em decorréncia da intolerancia aos carboidratos

induzida pela progesterona (FELDMAN & NELSON, 2004).
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O diestro ¢ definido como a fase de predominio da progesterona apos o estro; onde a
fémea esta “fisiologicamente gravida”. Esta fase comeca com a recusa de copula e termina
quando a concentragdo sérica de progesterona declina a valores menores que 1 ng/mL,
sinalizando um retorno a fase de repouso do eixo hipofise-ovario (RODRIGUES &
RODRIGUES, 2002; OLIVEIRA et al., 2003). Apoés a sintese do corpo luteo a concentragdo de
progesterona continua aumentando durante as primeiras duas a trés semanas de diestro,
seguindo-se um platdé (valores entre 15 — 90 ng/mL) por mais uma a duas semanas

(HOFFMANN et al., 1996; FELDMAN & NELSON, 2004).

As fémeas nesta fase, mesmo ndo prenhes, sdo consideradas “pseudogestantes”, uma
vez que nao ha um sistema de reconhecimento da gestacdo na espécie canina. Desta forma, o
corpo liteo permanece ativo o tempo de uma gestacao, apesar de ndo haver fetos (THOMPSON,
2006). Na verdade o corpo luteo da fémea nao prenhe ¢ funcional por mais tempo (10 a 30 dias
a mais) que o corpo liteo de uma fémea gestante, que ¢ abruptamente lisado por agdo das
prostaglandinas no processo do parto. Evidencias apontam as prostaglandinas como unico fator
luteolitico, tanto em cadelas prenhes como em “pseudogestantes” (FELDMAN & NELSON,
2004). O LH ¢ luteotrofico, mantendo a fungao do corpo liteo canino especialmente na primeira
fase do diestro. O aumento na concentracdo plasmatica de prolactina aparece como um fator
luteotrofico na segunda metade do diestro (HOFFMANN et al., 1996; RODRIGUES &
RODRIGUES, 2002). O aumento da prolactina, associado com uma leve reducdo na
progesterona estimula a lactacdo e galactorréia em muitas fémeas caninas. Algumas fémeas

podem apresentar comportamento maternal, onde adotam e protegem filhotes de outros caes,
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animais de outras espécies ou até mesmo objetos inanimados em um quadro clinico determinado

de pseudociese (OLIVEIRA et al., 2003).

Foram demonstradas alteragdes no padrao de secre¢do pulsatil de GH durante o
diestro, com maiores concentragdes séricas com menos pulsos (KOOISTRA et al., 2000). Este
fendmeno € provavelmente causado por uma supressao parcial da liberacdo de GH pela hipofise
em decorréncia da producdo mamaria de GH induzida pela progesterona. Este GH mamario,
além de efeitos autocrinos e paracrinos sobre a glandula mamaria (proliferagdo e diferenciacao
da glandula durante o diestro) também apresenta um papel endécrino sobre as transformagdes
hiperplasicas do endométrio e na resisténcia a insulina (SELMAN et al., 1994; KOOISTRA et
al., 2000). Apesar de se considerar o perfil hormonal de cadelas prenhes e ndo-prenhes
semelhante; nas prenhes observa-se maiores concentragdes de relaxina de origem placentaria,
entre a sexta e a sétima semana de gestacdo. Neste periodo, nas prenhes, também observa-se um
aumento subito na concentragdo de estrogeno; que era basal desde o final do estro. Estas

alteragdes estdo envolvidas no comego do parto (FELDMAN & NELSON, 2004).

Durante a fase lutea do ciclo, a progesterona promove € mantém o crescimento
endometrial e a atividade glandular, suprime a atividade do miométrio e a fungdo leucocitaria
intra-uterina, fatores importantes para a manutenc¢ao da gestagcdo, independente da presenga de
fetos (THOMPSON, 2006). O tamanho maximo do utero ndo gestante ¢ atingido cerca de 20 a
30 dias apds o inicio do cio, coincidindo com o periodo de maior secre¢do de progesterona. Ao
final do diestro a involug¢do uterina demora de 1 a 3 meses, representando um dos possiveis

fatores envolvidos no periodo inter-estral relativamente grande da espécie (FELDMAN &
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NELSON, 2004). A duracdo do diestro normalmente fica entre 56 e 58 dias em fémeas prenhes

e de 60 a 100 dias em nao prenhes (RODRIGUES & RODRIGUES, 2002).

A citologia vaginal, ja no primeiro dia do diestro, apresenta um predominio de células
intermedidrias e parabasais, evidenciando uma mudanga subita no perfil hormonal, com
algumas células escamosas e superficiais (cerca de 20%). Também aumenta a presenga de
neutrofilos no esfregagco vaginal. Algumas células caracteristicas desta fase (chamadas de célula
do metaestro, que sdo células intermediarias com um neutréfilo intra-celular) podem ser
observadas também. A presenga de grupos de células parabasais ¢ comum. Ao final do diestro, a

citologia vaginal assemelha-se a observada no anestro (VANNUCCHI et al., 1997).

Por defini¢do, a fase do anestro ¢ a fase de involugdo uterina. Clinicamente ndo ha
nenhuma alteragdo que permita distinguir o término do diestro e inicio do anestro em fémeas
ndo prenhes. Nas fémeas prenhes, o anestro vai do parto até o proximo proé-estro, com uma
duracdo média de 4,5 meses; uma vez que a fémea tipicamente apresenta um pro-estro a cada 7
meses (RODRIGUES & RODRIGUES, 2002). Do ponto de vista enddcrino; detectam-se alguns
picos de FSH e LH durante o anestro. O pico de LH precede o pro-estro, enquanto os aumentos
esporadicos de FSH estdo envolvidos com o recrutamento de foliculos para o proximo ciclo
(THOMPSON, 2006). Também ocorrem picos na concentragdo basal de estrogeno como
decorréncia das ondas foliculares estimuladas pelo FSH (THOMPSON, 2006). Em contraste, a
progesterona permanece em concentragdes normalmente inferiores a 0,5 ng/mL (FELDMAN &

NELSON, 2004).
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Complexo Hiperplasia Endometrial Cistica - Piometra

O complexo da hiperplasia endometrial cistica — piometra (HEC-P) ¢ uma enfermidade
mediada por hormdomios, ocorrendo tipicamente no diestro. O termo piometra designa uma
infeccdo intra-uterina bacteriana purulenta, que resulta em bacteremia e toxemia moderada a
severa com risco de vida se ndo tratada (NOAKES et al., 2001; NISKAMEN & THRUSFIELD,
1998). Geralmente, o tutero sofre uma condicdo patologica prévia a infec¢do bacteriana
(piometra). Esta condigdo ¢ chamada hiperplasia endometrial cistica (HEC). Assume-se que a
HEC seja causada, em parte, por uma resposta uterina anormal a exposi¢ao cronica e repetida a
progesterona (SMITH, 2006). Mesmo assumindo-se que a HEC predispde a piometra; pode
haver piometra sem ocorréncia prévia de HEC, o que motiva discussdes com relagdo a
classificagdo do complexo hiperplasia endometrial cistica - piometra como duas entidades

diferentes (HEC ou piometra) (BOSSCHERE et al., 2002; BIGLIARDI et al., 2004).

Apo6s a ovulacdo (9 a 12 semanas) a concentracdo de progesterona mantém-se em
valores superiores a 40 ng/mL, enquanto no anestro, a concentra¢do nao ultrapassa 0,5 ng/mL.
Durante esta fase a progesterona promove e suporta o crescimento endometrial e a secrecao
glandular, a0 mesmo tempo em que suprime a atividade miometrial; permitindo o acimulo de
secrecoes glandulares no ttero. Estas secrecdes sdo um excelente meio de cultura para o
crescimento bacteriano, sendo o quadro agravado pela inibicao da resposta leucocitaria uterina
por acdo da progesterona. Freqiientemente, as bactérias envolvidas no quadro patologico da
piometra sdo as mesmas observadas na flora vaginal (SMITH, 2006). Essas bactérias passam

através da cérvix e sao encontradas dentro do utero durante as fases do pro-estro e estro. No
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entanto, além da presenga das bactérias e de um ttero marcado pela progesterona, outros fatores
agem para que ocorra a sindrome, uma vez que nem todas as cadelas em diestro sofrem dessa

afeccdo (FELDMAN & NELSON, 2004; SMITH, 2006).

Durante o diestro, ocorre uma hiperplasia do endométrio induzida pela progesterona.
Nesta fase do ciclo estral, as glandulas endometriais sofrem hiperplasia e hipertrofia, tornando-
se convolutas e revestidas de epitélio colunar alto. Este epitélio sofre uma lenta degeneragdo
gordurosa a medida que glicogénio vai sendo sintetizado ¢ armazenado (GALABOVA et al.,
2003). Van Cruchten et al. (2004) demonstraram alteragdes no estroma, vasos sangiiineos e
criptas durante a proliferagdo do endométrio. No entanto, quando a hiperplasia torna-se
patologica aparecem cistos. O epitélio da mucosa torna-se tortuoso e com citoplasmas
hipertroficos e claros. O estroma torna-se edematoso e um infiltrado inflamatério esta

invariavelmente presente (Van CRUCHTEN et al., 2004).

Em cadelas saudaveis, ocorre uma “down-regulation” dos receptores de estrogeno
(ER) frente as concentragdes crescentes de progesterona. Entretanto, este mecanismo parece
falhar em cadelas com HEC, onde a expressio do ER ndo sofre alteragdes significativas
(DHALIWAL et al., 1999). Como conseqiiéncia, o endométrio continua responsivo a pequenas
flutuagdes de estrogenos; o que pode resultar em proliferagdo das glandulas endometriais
durante um estagio onde ha uma forte influéncia da progesterona (BOSSCHERE et al., 2002).
Ververidis et al., (2004) concluiram que a progesterona ¢ o principal hormdnio envolvido tanto
na regulagdo de receptores de estrogeno como de progesterona durante o diestro e o anestro em

uteros saudaveis e afetados pela sindrome. No entanto, os valores elevados de progesterona
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durante o diestro em cadelas com HEC-P aparentemente leva a uma forte down-regulation dos

PR e também dos ER (VERVERIDIS et al., 2004).

De Cock et al. (2002) propuseram um papel para o IGF-I na patogénese da HEC, uma
vez que foi observada maior concentragao deste fator de crescimento na superficie endometrial;
epitélio glandular e estroma em cadelas com HEC comparadas aquelas do grupo controle. A
regulacdo da producdo de IGF-I, localmente, di-se por uma fina interacdo entre estrogeno e
progesterona. O IGF-I pode modular a resposta desses hormdnios no utero. Um possivel papel
do GH sobre a regulagdo do IGF-I local uterino é pouco provavel (De COCK et al., 2002).
Kooistra et al., (1997) demonstraram nao haver relagcdo entre produgdo local de GH no

desenvolvimento da HEC.

A superficie apical das células epiteliais do lumen uterino € recoberta por mucinas, que
agem lubrificando e protegendo a mucosa contra infec¢des microbianas (ISHIGURO et al.,
2007). A Mucl ¢ uma mucina trans-membrana da superficie celular; sendo um dos principais
componentes do glicocalix, atuando como uma molécula anti-adesiva. Especula-se que a Mucl
sofra uma down-regulation no periodo de implanta¢do do embrido (ISHIGURO et al., 2007).
Esta hipotese foi suportada pelo fato da Mucl sofrer uma down-regulation por volta do décimo
dia do diestro. Nesta fase do diestro também foram demonstrados elevados valores de
progesterona e maior aderéncia e crescimento de bactérias no epitélio uterino. Fora deste
periodo (fase inicial do diestro) observam-se valores de Mucl constantes. No entanto, foi
demonstrada a redugdo na expressdo da Mucl em cadelas com piometra. Desta forma a down-

regulation da Mucl promovida pela progestrona pode ser um fator importante na evolugdo da
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piometra; uma vez que um utero mais sensivel a progesterona pode permitir um maior

crescimento bacteriano em decorréncia da menor expressdo de Mucl (ISHIGURO et al., 2007).

Leitner et al. (2003) identificaram reduzidos indices de ligacdo de lectinas (boa
ferramenta para identificar glicoconjugados) no endométrio de cadelas com HEC-P,
possivelmente em decorréncia de exaustdo glandular apés a HEC. A aderéncia bacteriana aos
residuos de agucares na HEC-P também justifica a reduzida ligacdo das lectinas. As alteragdes
que comegcam com a HEC, caracterizada por excessiva produgdo de glicoconjugados, podem
levar a piometra promovendo um ambiente favoravel para adesdo e crescimento bacteriano apos
exaustdo glandular, uma vez que os residuos de agucares na superficie apical das células

funcionam como sitios alvo para aderéncia bacteriana (LEITNER et al., 2003).

A aderéncia das bactérias depende da presenca de certos carboidratos no glicocélix e
observou-se uma inibi¢do na produgdo e na expressdao de carboidratos no inicio do diestro,
contrariamente a outras fases (fim do diestro e anestro). Contudo, a presenca de hialuronidase
(enzima que degrada glicoproteinas) aumenta pouco a aderéncia bacteriana o que reflete a
diversidade de atividade de enzimas e a complexidade destas interacdes sobre os varios tipos de

mucinas (ISHIGURO et al., 2007).

A hiperplasia endometrial, ocasionalmente, resulta no actimulo de fluido fino ou
viscoso dentro do utero (FELDMAN & NELSON, 2004). A presencga deste fluido no tutero
recebe o nome de hidrometra ou mucometra conforme o conteido de mucina do fluido. A

piometra ¢ a complicagdo mais comum da HEC; que também pode causar, porém menos
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freqiientemente; infertilidade ou endometrite cronica. O diagnostico de HEC ¢ pouco comum
pois os sintomas s6 aparecem apos a contaminacao do fluido uterino (piometra) (FELDMAN &

NELSON, 2004).

As bactérias mais comumente encontradas sdo as observadas na flora vaginal, como a
E.coli, que ascendem ao tutero durante as fases do pro-estro e do estro. Estafilococcos,
estreptococcos, Klebsiela, Pseudomonas, Proteus, Haemophilus, Pasteurela, Serratia e outras
bactérias ja forma isoladas de uteros de cadelas com piometra (FELDMAN & NELSON, 2004;
WEISS et al., 2004). Outras fontes de contaminagao uterina foram sugeridas; como as infec¢oes
urinarias e/ou bacteremias concomitantes (SMITH, 2006). A presenga prévia da HEC, elevacao
da concentracdo de progesterona no diestro, ou ainda uso de progestagenos ou estrogenos
exdgenos sdo alguns fatores que quando presentes contribuem ao desenvolvimento de piometra

(NOAKES et al., 2001).

A bactéria predominante E.coli pode aderir ao endométrio e miométrio via sitios
antigénicos especificos estimulados pela progesterona. Endotoxinas lipopolisacaridicas (LPS),
quimicamente estaveis ¢ biologicamente ativas estdo presentes na membrana celular da E.coli.
Esta endotoxina ¢ liberada quando a bactéria morre e se desintegra. Endotoxemia clinica ocorre
quando a concentragdo sé€rica de LPS ultrapassa 0,05 ng/mL. A dose letal ¢ de 0,7 ng/mL. Os
sinais clinicos de endotoxemia (hipotermia, desorientagdo e sinais de choque séptico) podem
piorar frente ao uso de antibidticos, uma vez que supostamente estdo promovendo um aumento

na mortalidade bacteriana (FELDMAN & NELSON, 2004).
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A HEC-P, tradicionalmente, trata-se de uma doencga de prevaléncia em cadelas de
meia-idade ou idosas, com mais de 6 anos de idade. Tratar-se de um quadro cumulativo
decorrente de anos de exposicao e de estimulagdo do tutero pela progesterona, como parte de
cada ciclo ovariano (SMITH 2006). Também um grande nimero de fémeas apresentam a HEC-
P jovens, algumas apos o primeiro cio. A ocorréncia deste quadro em cadelas jovens ndo pode
ser explicada por exposi¢ao cronica a progesterona e freqiientemente ¢ associada ao uso de
progestagenos como anticoncepcionais, ou de estrégenos como abortivos / inibidores da
implantacdo apds uma copula indesejada (NOAKES et al., 2001; SMITH 2006). O estradiol
estimula 0 aumento do nimero de receptores de progestagenos no utero, tornando-o hiper-
responsivo a progesterona (FELDMAN & NELSON, 2004). Apesar disto, observa-se fémeas
jovens com piometra que jamais foram expostas aos hormonios exdgenos, em decorréncia de
cistos ovarianos foliculares (FAYRER-HOSKEN et al., 1992) ou ainda sem nenhuma condigdo

patoldgica associada.

Provavelmente outros fatores além dos acima citados estdo envolvidos na evolugao da
HEC-P; como por exemplo, a competéncia imunoldgica da fémea, a viruléncia da cepa
bacteriana presente no utero e a sensibilidade do utero aos efeitos da progesterona (FELDMAN
& NELSON, 2004). Algumas ragas apresentam maior risco de desenvolver piometra; como por
exemplo, o Rottweiller, Sdo Bernardo, Collies, Golden Retrivers. Outras racas como o
Dashchund e cées sem raca definida apresentam risco reduzido de desenvolvimento de HEC-P

(NISKEM & THRUSFIELD, 1998).
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Niskem & Thrusfield (1998) em estudo realizado na Finlandia, observaram que fémeas
nuliparas apresentam um risco maior de desenvolver piometra que fémeas primiparas ou
multiparas (0dds ratio ajustado 6,63) e que a idade média de desenvolvimento de piometra seria
por volta dos 9 anos. Dow (1959) observou que cerca de 75% das fémeas com piometra eram
nuliparas. A administragdo de estrogenos aumentou a chance de cadelas com mais de 4 anos
desenvolverem piometra em mais de seis vezes. Nenhum risco significativo foi observado em
decorréncia de tratamentos com acetato de medroxiprogesterona (progestina mais usada nas
rotinas clinicas) desde que a dose (1 a 5 mg/kg) e o intervalo de aplicagdo (semestral) sejam
respeitados (Niskem & Thrusfield, 1998), uma vez que nos modelos de indu¢ao de HEC as
doses sdo maiores (10 mg/kg) e os intervalos menores (cada 3 semanas) (KOOISTRA et al.,

1997).

Pacientes com piometra de cérvix aberta apresentam descarga vaginal sanguinolenta a
muco-purulento de 4 a 8 semanas apos o estro (SMITH 2006). Outros sinais incluem politria,
polidipsia, letargia, depressdo, inapeténcia, vomitos e diarréia. No entanto, as cadelas com
piometra de cérvix aberta freqiientemente apresentam-se com um bom aspecto geral apesar da
descarga vaginal (FELDMAN & NELSON, 2004). As fémeas com piometra de cérvix fechada,
freqlientemente apresentam-se bastante debilitadas em decorréncia da auséncia de um sinal
clinico que indique aos proprietarios algum problema (WEISS et al., 2004; SMITH 2006).
Nestes casos, a queixa do proprietario normalmente refere a perda de apetite, poliuria,
polidipsia, letargia, depressdo, aumento de volume abdominal e perda de peso. Ocasionalmente,
ocorre a abertura da cérvix apos o desenvolvimento de sinais clinicos mais severos, observando-

se intensa descarga vaginal (FELDMAN & NELSON, 2004).
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Estes sinais associados aos vOmitos e a diarréia podem evoluir para septicemia
progressiva e toxemia, com conseqiiente desidratagdo progressiva, choque, coma e morte caso o
animal nao for tratado (SMITH 2006). A severidade do quadro depende da capacidade do
proprietario em observar precocemente sinais que possam indicar a presenga de um quadro
patologico como a piometra. Apesar da possibilidade de tratamento clinico com moduladores da
atividade do miométrio e de antibidticos, nenhum tratamento € mais efetivo do que a castragao
(ovario-salpingo-histerectomia) (CORRADA et al., 2006; GOBELLO 2006; FIENE 2006,

SMITH 2006).

Nao ¢ possivel correlacionar agente etioldgico, grau de lesdo uterina e dosagens
hormonais com a ocorréncia de piometra de cérvix aberta ou fechada (WEISS et al., 2004). A
ultra-sonografia apresenta-se como a melhor ferramenta auxiliar no processo de diagnostico;
permitindo inclusive, de acordo com experiéncia do ultra-sonografista e a qualidade do
aparelho, distinguir os diferentes tipos de classificagdo da HEC-P propostas por Dow (1959ab) e

Bosschere et al. (2002).

Resposta Inflamatéria e a Sensibilidade a Insulina

A ocorréncia da sindrome sepse associada a piometra ¢ bastante comum e os sinais
cardeais desta sindrome resumem-se a (1) taquipnéia ou taquicardia, (2) hipertermia ou
hipotermia, (3) leucocitose ou (4) leucopenia (BLACKWELL & CHRISTMAN, 1996; BASSO

et al., 2006). A dosagem da proteina C reativa ¢ um indicador de diagndstico e prognostico
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nesses casos, por se tratar de uma proteina de fase aguda de inflamagdo. A determinacdo da
proteina C reativa permite a diferenciacdo entre HEC e piometra com 97% de probabilidade
quando associada aos sinais clinicos e a presenca de desvio neutrofilico a esquerda no

hemograma (FRANSSON et al., 2004).

Ao longo dos ultimos anos, o conhecimento das interagdes entre o sistema imune € o
sistema enddcrino tem aumentado, sendo a interacdo entre a IL-1 e o metabolismo da glicose um
dos principais exemplos (BESEDOWSKI & Del REY, 1989). A citocina IL-1p reduz a ligagao e
a fusdo de granulos secretores de insulina em células B pancredticas, com decréscimo
preferencial da primeira fase de exocitose; caracteristica da fase pré-diabética do diabetes (DM)
tipo I (OHAHA-IMAIZUMI et al., 2004). O fenomeno da glicotoxicidade parece envolver a
produgdo de IL-1p pelas células B pancreaticas em resposta a hiperglicemia (MAEDLER et al.,
2002). Também foi demonstrado o papel da IL-1 na estimulagdo de necrose das células P
pancreaticas (STEER et al., 2006) e a predisposi¢do a maior vulnerabilidade das células B a

destrui¢do auto-imune (WACHLIN et al., 2003).

Durante o desenvolvimento do DM tipo I diversas citocinas como a IL-1, IFN-y e
TNF-o medeiam a disfuncdo e a degeneragdo das células 3, em parte pela indu¢do da d6xido
nitrico sintase (iNOS) e producdo de NO pelas células f (HEITMEIER et al., 2004). A
destruicdo imumomediada das células [ segue dois passos basicos. Um evento inicial que
resulta na liberagdo de antigenos especificos pelas células B e posteriormente a morte celular

mediada pela acao dos linfocitos T. A IL-1 estd envolvida na liberagdo do antigeno HMGBI1 e

conseqiiente na indugdo da morte celular imunomediada (STEER et al., 2006)
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A sinalizacdo inflamatdria apresenta vias cruzadas com a sinaliza¢ao da insulina, sendo
o IRS-1 um dos pontos onde a interacdo entre estas duas vias pode ocorrer, ajudando na
explicagdo da resisténcia a insulina em processos inflamatorios, como por exemplo, a
fosforilagdo do IRS-1 em residuos de serina (KIM et al., 2005). Estudos demonstram uma
inibicao da fosforilagdo do IRS-1 e associagao com o fosfatidilinositol 3-quinase em resposta a
IL-1a em adipécitos (HE et al., 2006). Jager et al. (2006) demonstraram uma menor expressao

do IRS-1 induzida pela IL-1p.

A ativacdo do NF-kB, bem como elevadas concentragdes ¢/ou ativagao de substancias
como o fator de inibi¢dao de migragao (MIF), fator de necrose tumoral (TNF), IL-1, IL-6, radicais
livres, 6xido nitrico induzivel (iNO) e a hiperglicemia de estresse, sdo alguns dos fatores que
induzem a resposta inflamatdria e a reducdo da fung¢do do miocardio observada em quadros
sépticos. A insulina, assim como outras substancias, apresenta a habilidade de suprimir a sintese
de MIF, TNF, IL-1, IL-6 e de radicais livres, e aumentar a produgdo de interleucinas anti-
inflamatorias como IL-10 e IL-4. Além do mais, a insulina corrige a hiperglicemia induzida por
estresse € melhora a funcdo do miocardio (DAS, 2003); o que suporta o uso clinico de insulina
com ou sem potassio ndo s6 no controle glicémico, mas também como um modulador do
processo inflamatoério (DAS, 2003b). Contudo, pacientes em choque séptico podem apresentar
hiperinsulinemia em decorréncia da resisténcia a insulina induzida pelo quadro inflamatorio
(KOGIKA et al., 2001). Os mediadores da resposta inflamatoria (TNF-a, IL-1 e IL-6) iniciam
mudancas metabolicas no organismo para suprir de nutrientes o sistema imune. Estas mudancas

incluem hiperlipidemia e aumento da atividade gliconeogénica (GRIMBLE, 2002). No sistema
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nervoso central a IL-1 reduz o ponto de ajuste da glicemia, promovendo hipoglicemia. Esta
regulacdo negativa do glucostato hipotalamico, associado as agdes periféricas da IL-1 podem
favorecer a captagdo de glicose pelas células imunes durante a resposta inflamatoria (Del REY,

2006).

Estados inflamatoérios cronicos como a periodontite, doenca mais freqiiente em caes,
atingindo cerca de 80% da populagdo canina, aumentam os niveis plasmaticos de IL-1p3 ¢ TNF-
a. Estas citocinas podem induzir resisténcia a insulina, como observada no diabetes. Também
essas substancias estariam envolvidas no inicio da destruicdo imunomediada das células B
(TACOPINO 2001). Syrenicz et al., (2006) demonstraram que estados inflamatorios sub-clinicos
sdao importantes coadjuvantes na etiologia do diabetes, especialmente do DM tipo II, uma vez
que estdo associados a fatores como resisténcia a insulina, valores elevados de HbAlc,

dislipidemia, hipertensao, histérico familiar de DM tipo II, sedentarismo e dieta rica em gordura

e em carboidratos.

Krook et al. (1960) observaram uma maior prevaléncia de piometra e de diabetes em
cdes com sobrepeso ou obesos. A maior interconversdo de hormonios esterdides sexuais pelo
tecido adiposo, bem como o estado pro-inflamatorio encontrado em pacientes obesos em
decorréncia de diversas citocinas inflamatorias produzidas pelos adipocitos, poderiam estar
associadas a maior prevaléncia de piometra em pacientes com elevada adiposidade (COSTA &

DUARTE, 2006; TILG & MOSCHEN, 2006).
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OBJETIVOS

Este estudo tem como objetivo geral avaliar a influéncia das diferentes fases do ciclo
estral e do complexo hiperplasia endometrial cistica — piometra sobre a sensibilidade a insulina,
em fémeas caninas atendidas na rotina do Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul.

Objetivos Especificos

Para atingir o objetivo principal do estudo, os seguintes objetivos especificos foram

estabelecidos:

1. Avaliar parametros de patologia clinica como hematologia e dosagem de metabdlitos

sangliineos como lipideos e proteina glicosilada.

2. Avaliar a sensibilidade a insulina em cadelas em anestro, estro e diestro ou com HEC-

piometra por meio de teste de tolerancia intravenoso a glicose (IVGTT) e célculo de

indices de sensibilidade a insulina e funcionalidade das células 3.

3. Avaliar a concentragdo de glicogénio muscular das pacientes dos diferentes grupos

experimentais como indicador do efeito metabdlico celular da insulina.
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4. Estimar a capacidade de ligagdo a insulina e constantes de dissociagdo hormdnio-
receptor da insulina em tecido muscular esquelético das pacientes nos diferentes grupos

de estudo por meio de estudos de binding.

5. Determinar a capacidade de fosforilagdo do receptor insulinico por meio da fosforilagao

do substrato sintético Poly (Glu;Tyr).

70



MATERIAIS E METODOS

Delineamento Experimental

Estudo transversal controlado em fémeas caninas apresentadas para atendimento por

preocupacdo de seus proprietarios com relagdo a “castracdo” (ovario-salpingo-histerectomia -

OSH); ou pela apresentagdo de um quadro clinico de hiperplasia endometrial cistica — piometra

(HEC-P).

As pacientes foram dividas em grupos (Figura 5), conforme o estadgio do ciclo estral

(anestro, estro ou diestro) ou condi¢cdo patologica (hiperplasia endometrial cistica (HEC) ou

grupo piometra).

Pacientes

Grupo Ciclo
Estral

Grupo HEC-P

Grupo Anestro l

Grupo Estro

l Grupo Diestro I Grupo HEC l Grupo Piometra |

Figura 5. Divisao dos grupos de estudo.
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Animais

Cingiienta e sete cadelas foram avaliadas para participagdo no estudo no periodo de 23
de janeiro de 2006 a 18 de janeiro de 2007 no Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Destas; trinta e oito pacientes foram
avaliadas na a¢do de extensdo universitaria Controle Reprodutivo de Caes e Gatos (Registro n°
00007195/116, Proc. 230780049710662 Pro-Reitoria de Extensdao / UFRGS) realizada no HCV
/ UFRGS, sendo dividas em anestro, estro ou diestro conforme histérico reprodutivo, exame
fisico, citologia vaginal e resultados de histopatologia uterina. As demais dezoito pacientes
foram avaliadas na rotina de atendimentos do HCV / UFRGS, apds o diagnostico de HEC-P,
sendo posteriormente divididas nos grupos HEC ou piometra conforme resultados da
histopatologia uterina segundo critérios sugeridos por Dow (1957); sendo os estagios I e II

considerados como HEC somente, e os estagios III e IV considerados como piometra.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa desta Universidade
(CEP/UFRGS - projeto n° 2006622) e pela Comissdo de Pesquisa do Instituto de Ciéncias
Bésicas da Satde (COMPESQ/ICBS) sob Processo protocolo niimero 23078.021084/06-40. A
realizacdo deste estudo no referido hospital também estava de acordo com a Direcdo da

entidade.

Foram aplicados como critérios de inclusdo para o grupo ciclo estral os seguintes
aspectos: peso superior a 6 kg; hemograma sem alteragdes, auséncia de doengas ou uso

concomitante de medicamentos, condi¢do corporal eutrofica e ndo exposi¢ao a progestagenos ou
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estrogenos exogenos nos ultimos 6 meses. Para o grupo HEC-P além de peso superior a 6 kg,
auséncia de doencas concomitantes, condicdo corporal eutréfica e nao exposicdo a
progestagenos ou estrogenos exdgenos nos ultimos 6 meses. Também foram adotados como
critérios de inclusdo neste grupo, hemograma com leucocitose e neutrofilia, e ndo uso de
solugdes glicosadas no tratamento inicial do complexo HEC-P. Uso de antibioticos apos o

diagnostico inicial ndo foi considerado critério de exclusao.

Apds avaliagdo criteriosa do total de 57 pacientes, 13 animais foram excluidos do
banco de dados inicial, permanecendo as demais 44 assim distribuidas, conforme histérico
reprodutivo e resultados de citologia vaginal e histopatologia uterina: grupo anestro (n = 11
animais); grupo estro (n = 7 animais); grupo diestro (n = 14 animais); grupo HEC (n =5

animais) e grupo piometra (n = 12 animais).

Protocolo Experimental

Os animais que chegavam para consulta pela acdo de Controle Reprodutivo de Caes e
Gatos passavam por uma avaliagdo clinica, e os proprietarios respondiam a anamnese € a um
questiondrio com informacgdes a respeito da vida pregressa do animal com relagdo a historico
reprodutivo, historico alimentar, historico de saude e nivel de atividade fisica (anexo 1). Nesta
ocasido apresentava-se o presente projeto de pesquisa aos proprietarios dos animais, € a
autorizagdo para a participagdo da paciente no projeto, era feita por meio de termo de
consentimento informado (anexo 2). As pacientes com diagnostico de HEC-P, atendidas no

HCV-UFRGS no periodo de realiza¢do do estudo, que se enquadravam nos critérios de inclusdo
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tinham a participagdo autorizada pelos donos por meio do mesmo termo de consentimento
informado. Esses proprietdrios também foram questionados com relagdo as informagdes do
anexo 1, quando estas ndo haviam sido coletadas no prontuario de atendimento inicial da

paciente.

Apos esta avaliagdo inicial; as pacientes do grupo ciclo estral passavam por uma ultra-
sonografia para confirma¢do de que ndo estavam prenhes, quando o histérico reprodutivo
suportasse esta hipdtese, € em seguida era feita uma colheita de cerca de 3 mL sangue a partir da
veia jugular, em tubo com EDTA para determinagdo de hemograma, plaquetometria (avaliagao
pré-operatdria) e fibrinogénio; e outros 2 mL de sangue em tubo sem anti-coagulante (obtencao
de soro) para determinagdes bioquimicas. Neste momento também era realizada uma citologia
vaginal para determinagdo da fase do ciclo estral em que estava a paciente. As pacientes com
diagnostico de HEC-P também passaram por ultra-sonografia abdominal para confirmacao do

quadro patoldgico, coleta de sangue e citologia vaginal.

Uma vez realizada a avaliagao inicial e com os resultados dos exames preliminares das
pacientes era marcada uma data para realizacdo da OSH eletiva ou como parte do tratamento da
HEC-P. No pré-operatorio foi realizado um teste de tolerancia intravenoso a glicose, com as
pacientes mantidas acordadas e sem nenhuma sedacdo, sendo posteriormente durante o
procedimento operatorio, coletados tecidos para posterior estudo sobre as caracteristicas dos

receptores insulinicos.
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Determinacdoes Hematologicas

Todas determinagdes hematologicas forma realizadas no Laboratério de Analises
Clinicas Veterinarias do HCV/UFRGS (LACVet). A quantidade total de eritrdcitos, leucocitos e
hemoglobina foi determinada por dilui¢do do sangue e leitura em contador automatico (Celm
CC-530, Sao Paulo, Brasil). O hematocrito foi obtido por centrifugagdo do sangue total em tubo
capilar (10.000 rpm por 5 minutos). Os valores d¢ VGM e CHGM foram calculados (THRALL,
2004). A leucometria diferencial foi determinada por leitura de esfregago sangiiineo corado pelo
método Pandtico rapido. A proteina plasmatica total foi determinada por refratometria. A

plaquetometria foi determinada a partir de contagem em camara de Neubauer.

Citologia Vaginal

A citologia vaginal foi realizada conforme descrito por Vannucchi et al. (1997). Uma
haste plastica (Swab) com ponta recoberta de algoddo era umidificada em solug@o salina estéril,
e ap6s limpeza externa da vulva introduzia-se a haste na cavidade vaginal da paciente pela
comissura dorsal da vagina em angulo de 45° em sentido cranio-dorsal. Apds, rotacionava-se o
swab delicadamente sobre a parede dorsal e lateral da vagina. Em seguida o swab foi levemente
rotacionado sobre uma lamina de microscopia, sendo esta corada pelo método Panotico rapido,

para posterior analise microscopica.
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Teste de Tolerancia a Glicose Intra-Venosa (IVGTT)

Durante o periodo pré-operatorio as pacientes passaram por um IVGTT conforme
descrito por Mattheeuws et al. (1984). Apds um jejum noturno de 8 a 12 horas, as pacientes
foram recebidas no HCV/UFRGS para inicio do teste. Em cada paciente um cateter foi colocado
nas veias cefalicas dos membros anterior direito e esquerdo. Apos a colocagdo do primeiro
cateter, uma amostra de sangue foi coletada para dosagem de glicemia (uma gota) e para
determinacdo de insulinemia (3 mL de sangue total em tubo sem anti-coagulante) e
posteriormente o cateter foi mantido com uma seringa heparinizada para demais coletas de
sangue. As determinagdes de glicemias foram realizadas com glicometro portatil (Accu-Check
Active, Roche Diagnostica, Brasil). Pelo segundo cateter foi administrada uma dose de 500
mg/kg de glicose em menos de 30 segundos; correspondente a 1 mL/kg de uma solugdo de
glicose a 50%. Posteriormente esta via venosa foi mantida por meio de infusdo lenta de uma
solugdo de NaCl a 0,9%. Amostras de sangue para determinagdo de glicemia foram coletadas
nos tempos 3, 5, 7, 15, 30, 45 e 60 minutos apds infusdo de glicose. Amostras para
determinagdo de insulinemia foram colhidas nos tempos 5 e 60 ap6s infusdo de glicose em tubos
sem anti-coagulante; exceto no grupo HEC, onde ndo foi determinada insulinemia. As amostras
colhidas para determinagdo da concentracdo de insulina foram centrifugadas a 10.000 rpm por

10 minutos, sendo o soro posteriormente separado e congelado a -20°C até posterior analise.

Alguns indices foram calculados com base nos resultados do IVGTT, como os indices

HOMA R e HOMA B (MATTHEWS et al., 1985), AI/AG aos 5 minutos de IVGTT (adaptado

de OMORI et al., 1991) além do indice insulinogénico (GUTT et al., 2000) e a relacdo
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insulina/glicose corrigida (FELDMAN & NELSON, 2004). Para calculo do HOMA R, HOMA

B, AI/AG, indice insulinogénico e relagdo insulina/glicose corrida foram utilizadas as seguintes

formulas:
Insulinemia (pU/mL) x Glicemia (mmol/L)
HOMAR =
22,5
20 x Insulinemia (pU/mL)
HOMA B (%) =
Glicemia (mmol/L) — 3,5
Insulinemia (pM) aos 5 minutos de IVGTT — Insulinemia basal (pM)
AUVAG =

Glicemia (mM) aos 5 minutos de IVGTT — Glicemia basal (mM)

Insulinemia (pU/mL)

Indice Insulinogénico = .
Glicemia (mg/dL)

_ . Insulinemia (pU/mL) x 100
Relagao Insulina / Glicose

Corrigida B Glicemia (mg/dL) - 30
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Procedimento Operatorio e Coleta de Tecidos

Em seguida ao término do IVGTT as pacientes recebiam 3 mg/kg de meperidina
(Dolosal® - Cristalia) como analgesia pré-operatdria por via intra-muscular e 22 mg/kg de
ampicilina sodica (Ampicilina Veterinaria® - Univet) como antibioticoterapia profilatica. Em
seguida a anestesia era induzida com 5 mg/kg de propofol (Provine® - Core), seguindo-se
intubacdo oro-traqueal e manuten¢do do plano anestésico com isoflurano (Forane® - Abbot) a

2% em oxigénio (White Martins).

A OSH foi realizada por técnica padrao (SLATTER, 2007), com utilizacdo de trés
pingas para resseccdo do complexo artério-venoso ovariano (CAVO) de cada lado e resseccao
do corpo uterino cranial a cérvix, seguindo-se ligadura dos pediculos ovarianos e coto uterino
com fio mononylon. Apds a retirada dos ovarios e tutero, trés segmentos uterinos foram colhidos
e colocados em formol a 10% (um de cada corno uterino e um do corpo uterino) para analise
histopatoldgica. Amostras do endométrio foram colhidas em tubos tipo eppendorf e congeladas

em nitrogénio liquido.

Antes da rafia da parede abdominal, duas amostras de 1 g cada, foram colhidas do
musculo reto-abdominal, uma de cada lado, e imediatamente envoltas em papel aluminio,
identificadas e congeladas em nitrogénio liquido para posterior analise. Os tecidos congelados

inicialmente em nitrogénio liquido foram mantidos a -80°C até andlise.
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A sutura da parede abdominal foi realizada de forma rotineira, utilizando-se fio
mononylon em padrdo de sutura de Sultan interrompido. A redugdo do espago-morto
subcutaneo foi feita utilizando-se fio mononylon em padrio continuo simples e a sintese de
pele, utilizando-se o mesmo fio, foi feita em padrdo intradérmico continuo. No pds-operatdrio
imediato; as pacientes atendidas no projeto Controle Reprodutivo de Caes e Gatos recebiam
40.000 U/kg de penicilina benzatina (Pentabiotico® - Fort Dodge) por via intra-muscular, como
antibioticoterapia pos operatdria, e 2 mg/kg de cetoprofeno (Ketofen ® - Merial) por via intra-
muscular como analgésico e anti-inflamatorio. Estas pacientes recebiam prescrigdo de
continuagdo do uso do cetoprofeno na dose de 1 mg/kg por mais 2 ou 3 dias por via oral a cada
24 horas, mantendo limpeza diaria da ferida operatéria com solugdo salina estéril até retirada
dos pontos em média apos 10 dias. As pacientes operadas com HEC-P tiveram as
recomendagdes e medicagdes pos-operatorias prescritas pelos médicos veterindrios responsaveis

pelo caso de acordo com a necessidade de cada paciente.

Histopatologia Uterina

As amostras de utero coletadas foram processadas no Setor de Patologia Veterinaria da
Faculdade de Medicina Veterinaria desta Universidade. As amostras colhidas foram clivadas e
posteriormente incluidas em parafina liquida. Os blocos de parafina foram posteriormente
fatiados em um micrétomo e preparadas as laminas. Estas foram coradas pelo método da
hematoxilina e eosina (HE) segundo Prophet et al. (1992). A analise das laminas foi feita de

acordo com critérios descritos por Galabova et al., (2003) e Van Cruchten et al., (2004) para
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auxiliar na classificacdo da fase do ciclo estral; e por Dow (1959a,b) para classificagdo do

complexo HEC-P em HEC nao complicada, ou HEC complicada — piometra.

Radioimunoensaio e Determinac¢des Bioquimicas

Para determinacdo dos valores de insulinemia foi utilizado um Kit de
radioimunoensaio para insulina humana (ImmuChem™ Coated Tube Insulin ?°I RIA Kit — MP
Biomedicals, LLC Orangeburg, NY). Apos preparagdo prévia do ensaio, 100 pL. de cada padrio
de insulina, controles de insulina ¢ amostras foram pipetados nos tubos revestidos de anticorpos

®Iinsulina (< 5 pCi) foram

anti-insulina. Em seguida 900 puL da solugdo tampao contendo
adicionados aos tubos, que apds agitagdao foram incubados a temperatura ambiente por 18 horas.
Apbs incubagdo as amostras foram decantados e lavados com agua deionizada e apds secagem
os tubos vazios tiveram a radioatividade determinada em contador gama LKB. Os valores de
cpm de cada amostra foram divididos pelo valor de cpm do padrao 0 pU/mL, gerando a razao
%B/By. Os valores das razoes %B/B, dos padrdes de insulina foram utilizados para elaboragao
de um gréfico, e posteriormente foi determinada a equagdo de regressdo logaritimica da curva
apresentando um r° no primeiro ensaio de 0,9919 e de 0,9504 no segundo. Os resultados foram
expressos em pU/mL. A determinagdo da insulinemia nas pacientes com HEC, ndo foi

determinada em decorréncia das amostras estarem muito hemolisadas e ndo haver

disponibilidade de kits para todas as dosagens.

As concentragdes séricas de colesterol total e de triglicerideos foram determinadas

utilizando kits diagnodsticos (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil) por meio de
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sistema enzimatico por reagao de ponto final. As absorbancias das amostras foram determinadas
em espectrofotometro ajustado para leitura do colesterol em 500 nm e 505 nm para a leitura dos
triglicerideos. Os resultados de triglicerideos e de colesterol sérico foram expressos em mg/dL.
Para determinagdo da concentragdo sérica de fructosamina foi utilizado o método da redugao do
azul de nitrotetrazolio (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil) com leitura dos
resultados em espectrofotometro ajustado em 530 nm. Os resultados de fructosaminemia foram
expressos em pmol/L. Também foi determinado o fibrinogénio plasmatico das pacientes através

de precipitacdo por calor. Os resultados foram expressos em g/L.
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Dosagem do Glicogénio Muscular

O glicogénio foi extraido segundo técnica descrita por Van Handel (1965). Foram
utilizados de 50 a 100 mg de tecido muscular de cada paciente. Estes tecidos foram aquecidos a
100°C por 1 hora em 2 mL de KOH a 30%. Apos o banho; 5 gotas de Na,SOj4 saturado foram
adicionados, seguindo-se adi¢ao de 4 mL de alcool. Apds homogeneizagdo e centrifugacdo a
2.700 rpm por 10 minutos descartou-se o sobrenadante e o precipitado foi dissolvido em 2 mL
de agua quente, seguindo-se nova adicao de 4 mL de alcool. Seguiu-se uma nova centrifugagao

a 2.700 rpm por 10 minutos com descarte do sobrenadante.

O precipitado foi ressuspenso com 2 mL de dgua quente. Em uma amostra de 300 pL
de glicogénio foi realizada a hidrélise dcida com HCI 4 N. Uma curva padrdo de glicogénio foi
feita a partir de uma solugdo de glicogénio (1 mg/mL). Em seguida as amostras e os padroes de
glicogénio foram aquecidos a 100°C por 1 hora, resfriados, e 300 pL. de Na,COjs foi adicionado.
Ap6s liberagdo de todo CO, formado a dosagem de glicose foi realizada pelo método glicose-
oxidase com kit reagente (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil). A absorbancia
das amostras foi determinada em espectrofotometro ajustado para leitura na faixa de 505 nm. Os

resultados foram expressos como mg de glicogénio em 100 g de tecido.

Preparacio das Membranas do Tecido Muscular

As membranas de musculo foram preparadas conforme Kucharski et al. (1999) e Orcy

et al. (2005) com algumas modificagdes. Para cada preparagao de membrana dos experimentos
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de fosforilagcdo e ligagdo, foram utilizados dois animais de cada grupo, escolhendo-se as
pacientes conforme similaridade de peso, idade, grupo racial, glicemia e resposta ao IVGTT. Os
tecidos foram inicialmente picados em pequenos pedagos em solugcdo Krebs Ringer para
mamifero (KRM); pH 7,4 a 4°C e posteriormente homogeneizados em um ultra-turrax a 4°C por
cerca de 30 segundos em um tampao TES com PMSF (10 mM TRIS, 1 mM EDTA, 250 mM
sacarose ¢ 100 mM de PMSF — phenylmethylsulfonyl fluoride). Este homogenado foi
centrifugado inicialmente a 3.000 g (5.000 rpm) por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
novamente centrifugado a 30.000 g (16.000 rpm) por 20 minutos a 4°C, sendo o precipitado

ressuspenso em 250 a 350 uL. de TES com PMSF.

As membranas preparadas para os experimentos de ligacdo hormonio-receptor
(binding) foram incubadas por 5 minutos a 25°C em acido acético 1 mM na proporgao de 1/1
(v/v) apds ressuspensdo do precipitado final como descrito acima. A reagdo foi interrompida
com tampao TES com PMSF na propor¢do de 2/1 (v/v) (TURYN et al., 1986), seguindo-se
nova centrifugagdo a 30.000 g (16.000 rpm) por 30 minutos a 4°C, sendo o precipitado

ressuspenso em 250 - 350 uL de TES com PMSF.

Dosagem de Proteinas

Amostras de 50 pL da solu¢do contendo as membranas foram separadas para a
dosagem de proteinas. A concentracdo de proteinas foi determinada segundo o método de
Bradford (1976) com o Coomassie brilliant blue, utilizando albumina sérica bovina (BSA)

como controle.
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Ensaios de Ligacio da 25 Insulina em Presenca de Diferentes Concentracoes de Insulina
Humana

Os estudos de ligagdo com '*’I-insulina foram realizados de acordo com Kucharski et
al. (1999) com pequenas modificagdes para o tecido muscular de cdes. Para cada amostra de
membrana foram utilizados 2 animais de cada grupo e cada ponto das curvas corresponde a uma
média de 6 a 8 animais. As solu¢des de membrana (400 pg de proteina por tubo) foram
incubadas em agitador metabdlico Dubnoff em um volume final de ensaio de 200 pL, contendo
tampao (KRM) pH 7,4 com albumina sérica bovina (BSA) a 1% na presen¢a de concentragdes
crescentes de insulina regular humana (Eli Lilly) - 0,1 pg/mL, 1 pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg/mL,
250 pg/mL e 500 pg/mL - mais 20.000 cpm de '*I -insulina humana (Amersham Bioscience —
2000 Ci/mmol) ou somente na presenca de insulina marcada (ligagdo total). Apos 2 horas de
incubagdo a 25°C, o contetido dos tubos foi filtrado em filtros de microfibra de vidro (filtro
Whatman GF/B 2,4 cm) adaptados a uma bomba de vacuo. Cada filtro foi lavado 5 vezes com 1
ml de KRM 0,1% BSA. Depois de secos a radioatividade retida no filtro (complexo '*I -

insulina humana / receptor) foi contada em contador de gama LKB. Tecido muscular de ratos

Wistar foi usado como controle da técnica.

Para analise dos sitios de ligagdo da insulina foram utilizados os dados da curva de
competi¢do (saturacdo fria) que foram langados no programa Kell for Windows™ (version 6,
Biosoft). O método grafico utilizado para andlise dos dados da unido de ligandos a proteinas foi

o método de Scatchard (SCATCHARD, 1949). O grafico de Scatchard resulta em uma reta onde
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a inclinacdo da mesma informa sobre a constante de dissociagao (Kd) e a intersec¢ao da reta
com o eixo das abscissas indica a capacidade de ligacdo (Bmax). Os valores de Kd e Bmax
foram gerados pelo programa Kell for Windows™ através do sub-diretorio LIGAND /

Saturagao Fria (MUNSON & RODBARD, 1980; McPHERSON, 1985).

A interagdo entre o hormoénio e o receptor forma um complexo que ¢ reversivel e

representado pela seguinte reacao:

K
(H) +(R) (HR)

K>

onde K; e K, sdo as constantes de velocidade de associagdo e dissociagao,
respectivamente. Quando o sistema atinge o equilibrio, para cada complexo HR formado, um
outro complexo HR dissocia-se em H e R. A velocidade da reacdo ¢ a mesma nos dois sentidos

e a constante de associagao (K,), pode ser calculada como:

[HR]
(H]. [R]

onde [HR] ¢é a concentragao do complexo hormonio-receptor, [H] é a concentragdo do
hormoénio livre e [R] ¢ a concentragao de receptores ndo ocupados. Quando metade dos
receptores estiverem ligados ao hormonio, [R] serd igual a [HR]. A constante de associagdo que

corresponde ao K, e seu inverso Ky a constante de dissociacao.
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Desta forma, a concentracdo de hormonio livre necessaria para saturar metade dos
receptores serd igual ao K4. Desta forma os valores de Ky foram utilizados como um indice de
afinidade dos receptores , sendo que pode-se estabelecer que quanto menor o Ky, maior a
afinidade do hormdnio por seu receptor e menor a tendéncia de dissociagdo do complexo HR

(SANVITTO, 1992).

Fosforilagdo do Substrato Sintético Poly (Glu, Tyr 4:1)

Para cada amostra de membrana foram utilizados 2 animais de cada grupo, utilizando-
se pelo menos 6 animais por grupo. As membranas preparadas como descrito anteriormente (40
pg de proteina) foram incubadas por 30 minutos a 25°C em tampao Hepes (25 mM, pH 7,4) com
100 nM de albumina bovina, na presenca de ortovanadato de sodio (1 mM), cloreto de
manganés (10 mM) e cloreto de magnésio (10 mM); em um volume final de 45 pL. Em seguida,
foi adicionado a esta solugdo [y"*P] ATP a 0,5 uCi (Amersham Biosciences — 3000 Ci/mmol)
juntamente com ATP ndo marcado (5 pM), mantendo-se a incubagdo a 25°C por mais 10
minutos. Apo6s, foi adicionado 1 mM do substrato sintético poly (Glu, Tyr) 4:1 e as amostras
incubadas por 1 h a 25°C. A reacdo foi interrompida pipetando-se a amostra em papéis de
fosfocelulose — Gibco BRL (ORCY et al., 2005). Seguiu-se uma lavagem com TCA a 10% e
trés lavagens com acido fosforico (75 mM). Os papéis secos foram colocados em liquido de
cintilagdo [tolueno — triton X-100 (2:1), PPO (0,4%) e POPOP (0,01%)] e a incorporagdo do

[y**P] ATP ao substrato exdgeno foi medida em um contador beta LKB.
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Analise Estatistica

Os resultados dos experimentos realizados foram expressos em média (+) desvio
padrao da média ou mediana e amplitude interquartil conforme distribuicdo dos resultados
(WAGNER, 1998). Para fins de interpretacdo, as analises foram realizadas comparando-se o
grupo ciclo estral entre si (anestro - controle, estro e diestro); e o grupo HEC-P entre si;
utilizando o grupo diestro como controle, uma vez que o complexo HEC-P ¢ uma moléstia
caracteristica do diestro. Para os dados obtidos, quando comparando-se duas médias, foi
aplicado o teste t de Student (uma vez que algumas determinag¢des ndo foram realizadas nas
pacientes com HEC somente), ¢ quando comparadas trés médias foi utilizada analise de
variancia de uma via (ANOVA One Way), seguido do teste de Tukey. Quando necessario,
conforme distribui¢do, normalidade e variancia dos dados foram aplicados respectivamente os
testes de Mann-Whitney, e Kruskal-Wallis em substituicao ao teste t de Student e ANOVA One
Way. Também realizou-se andlise de correlacio de Pearson entre algumas dos indices de
sensibilidade a insulina quando pertinente. Para estas analises foi utilizado o programa, Sigma
Stat 2.0 para Windows; considerando-se significativa uma diferenca entre médias com p <
0,05.Para analise estatistica dos valores de glicemia e insulinemia durante o IVGTT foi aplicada
uma analise de varidncia para medidas repetidas com o fator grupo e o fator de repeti¢ao tempo.
Para estas analises foi utilizado o programa SAS (Statistical Analysis System) versdo 9.1.

considerando-se significativa uma diferencga entre médias com p < 0,05.
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Medidas de Associacao

Para complementagdo dos resultados obtidos foram calculadas medidas de associa¢ao
para alteragdes nos indices de sensibilidade a insulina frente aos diferentes fatores de exposicao.
Para andlise do grupo ciclo estral, foi adotada a razdo de prevaléncia (RP), com respectivos

intervalos de confianga 95%. Para calculo da RP foi adotada a seguinte formula:

RP = (eventos/n do grupo exposto) / (eventos/n do grupo nao exposto). O intervalo de
confianca foi calculado com a férmula ICrp = exp[In(RP) + Z, . EPiywp)]; onde EPiyrp) = raiz

quadrada de (1/a -1/a+b) + (1/c — 1/c+d) (WAGNER & CALLEGARI-JAQUES, 1998).

Na analise dos dados do grupo HEC-P, foram calculadas as razdes de chance (odds
ratio) para valores alterados em cada um dos testes de sensibilidade a insulina calculados a
partir do IVGTT; utlizando-se a formula: OR = (eventos/ndo eventos) na populacdo exposta /
(eventos/ndo eventos) na populagdo ndo exposta. O célculo dos intervalos de confianga 95% (IC
95%) foi feita segundo a formula: IC 95% OR = exp[In(OR) = Z,, . EPyy0r)], onde EPiyor) = raiz
quadrada de (1/a + 1/b + 1/c + 1/d). O OR médio foi calculado a partir da média aritmética dos
OR dos indices calculados. Os IC 95% e IC 99% para o OR médio foram calculados segundo a
formula IC (1) = x £t .@1 . EP; onde EP = DP/raiz quadrada do n (WAGNER & CALLEGARI-

JACQUES, 1998).

88



CAPITULO 1

Influéncia do Ciclo Estral sobre a Sensibilidade a Insulina

RESULTADOS

Animais

Ap0s a analise dos critérios de inclusdo e resultados de citologia vaginal, histopatologia
uterina ¢ hemograma, 32 cadelas compuseram o grupo ciclo estral, sendo 11 cadelas em anestro
(6 SRD, 1 Boxer, 1 Pastor Alemao, 1 Pitt-Bull, 1 Beagle e 1 Cocker), 7 cadelas em estro (6 SRD
e 1 Cocker) e 14 cadelas em diestro (6 SRD, 2 Cockers, 1 Boxer, 1 Akita, 1 Rottweiller, 1 Fox e
1 Pitt-Bull). Para fins de classificag@o as cadelas em pro-estro e estro foram avaliadas dentro do
mesmo grupo por tratar-se de uma fase de predominio do estrégeno. A tabela 1 apresenta as
médias, desvio padrdo e intervalo da idade, peso e escore corporal das cadelas de cada grupo
estudado. A andlise de variancia aplicada a idade (P = 0,081) e ao peso (p = 0,860) ndo
apresentou diferencas significativas. Contudo; com relagdo ao escore corporal [(escala de 1 a 5;
sendo 3 considerado ideal; adaptado de Laflamme (1997)] observou-se diferenca significativa,
porém sem relevancia biologica, entre o grupo diestro e o grupo anestro (p = 0,025). Foi
utilizado teste de Kruskal-Wallis para idade, e teste d¢ ANOVA de uma via seguido de teste de

Tukey para peso e escore corporal.
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Tabela 1. Média, desvio padrao da média e intervalo de idade, peso e escore corporal de cadelas
nas diferentes fases do ciclo estral.

Idade (anos) Peso (kg) Escore Corporal

Anestro (n=11) 1,32+0,6 (0,5 -2) 149 +6,19(7,5-29) 2,81+£0,32(2,5-3.5)
Estro (n =7) 2,34+ 1,26 (0,9 -2,5) 15,7+7,36 (6 —29) 3,14+£0,24 (3-3.5)
Diestro (n=14)  3,65+3,25(0,7-10) 16,6 +8,5(6,1 —26,6) 3,15+£0,31 (3 -3,5)*

* indica diferenca significativa com relagdo ao grupo controle (anestro), p < 0,05 (ANOVA de
uma via seguida de teste de Tukey).

Determina¢oes Hematologicas

A tabela 2 apresenta os valores do eritrograma dos grupos de cadelas em anestro, estro e
diestro, ndo foram constatadas variagdes significativas dos valores de hemoglobina, eritrocitos e

hematocrito entre os diferentes grupos experimentais.

A Figura 6 representa os resultados dos leucocitos totais nas cadelas estudadas, ndo
sendo verificadas diferengas significativas dos parametros estudados entre os grupos

experimentais.

Tabela 2. M¢dia, desvio padrdo e intervalo dos pardmetros hematoldgicos (eritrdcitos,
hematdcrito e hemogoblina) das pacientes avaliadas dentro do grupo ciclo estral.

Eritrocitos (106/mm3) Hematocrito (%) Hemoglobina (g/dL)

Anestro 6,83 £0,95(5,5-7,16) 42,2+5,51 (34-50) 14+ 1,56 (11,7 -17,5)
Estro 7,28 +0,74 (6,24—-8,4) 50,7 +£3,68 (46 —57) 17,1 £1 (16,1 — 18,4)
Diestro 7,06 +1,13(5,42-17,9) 49,1 £ 8,5 (40 — 60) 16,7 £2,6 (13,9 —21,6)
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Leucdcitos totais (x103/mm3)

Anestro Estro Diestro

Figura 6. Valores médios de leucdcitos totais observados na populagdo estudada. Nao foram
detectadas diferencas significativas pela analise variancia de uma via (p > 0,05).

Determinacdes Bioquimicas

A figura 7 representa os valores de fibrinogénio plasmatico nas cadelas estudadas, ndo

sendo verificadas diferencas significativas entre os grupos experimentais.

A tabela 3 representa os resultados obtidos para ambos parametros de lipemia;
representados em média + desvio padrdo da média. A andlise de varidncia dos valores de

triglicerideos (p = 0,185) e colesterol sérico (p = 0,091) nao apresentou diferenca significativa

entre os grupos de estudo avaliados.
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A figura 8 apresenta os resultados de fructosaminemia obtidos representados em
média + desvio padrdo da média. Na determinacdo da fructosamina sérica ndo foi verificada

diferenca significativa (p = 0,520) entre as cadelas em anestro, estro e diestro.

Fibrinogénio plasmatico (g/L)

Anestro Estro Diestro

Figura 7. Valores de fibrinogénio plasmatico em cadelas em diferentes fases do ciclo estral.
Nao foi constatada diferenga significativa na analise variancia de uma via (p > 0,05).

Tabela 3. Média, desvio padrdo da média e intervalo dos parametros de lipemia avaliados
(triglicerideos e colesterol séricos) em cadelas em diferentes fases do ciclo estral. Nao foram
observadas diferencas significativas (p > 0,05) pela analise de variancia de uma via.

Triglicerideos (mg/dL) Colesterol (mg/dL)
Anestro 63 £22,4 (40,6 — 100,8) 142,6 £ 26,1 (111,2 —183,8)
Estro 76,4 £ 29,4 (32 -108,2) 128,2 £ 26,8 (88,7 — 175,06)
Diestro 82,2 + 38,7 (42,2 — 179,68) 156,45 £47,3 (79 —236)
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Figura 8. Concentracdo (média + desvio padrao da média) de fructosamina sérica nos diferentes

grupos experimentais. Nao foram detectadas diferencas significativas entre os grupos estudados
(p>0,05).

Teste de Tolerancia a Glicose Intra-Venosa (IVGTT)

A avaliagdo da glicemia e insulinemia em conjunto ¢ uma importante ferramenta para
investigacdo da sensibilidade a insulina (AHREN & PACINI, 2004). Na Figura 9 estdo
representados os valores de glicose plasmatica basal e durante o IVGTT em cadelas em anestro,
estro e diestro. Nao foram verificadas diferengas significativas dos valores de glicose plasmatica
basais entre os trés grupos experimentais estudados. O padrdao temporal de resposta glicémica a
sobrecarga de glicose ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05) entre os grupos anestro,

estro e diestro.

Os valores de insulina plasmatica, antes e ap6s (5 e 60 minutos) do IVGTT, nos trés
grupos experimentais estudados, estdo representados na Figura 10. Os valores de insulina no

plasma aos 5 minutos apds a administracdo da sobrecarga de glicose no estro e diestro foram
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40% e 21% menores, respectivamente, que aqueles observados no anestro. Contudo, ndo foram

verificadas diferengas significativas (p > 0,05) entre estes resultados.

Com os resultados obtidos no IVGTT foram calculados os indices de atividade das
cé¢lulas B (HOMA B) (Fig. 11a) e indice aproximado de resisténcia a insulina (HOMA R) (Fig.
11b); bem como a relagdo entre as respostas Alns/AGli aos 5 minutos do IVGTT (Fig. 12).
Apesar do indice HOMA B ser maior nas cadelas em estro e em diestro, a diferenca entre as
medianas ndo obteve significancia aplicando-se o teste de Kruskall-Wallis (p > 0,05). Da
mesma forma as médias do HOMA R ndo apresentaram diferencas significativas entre os
grupos estudados pela analise de variancia de uma via (p > 0,05). Os valores da relacdo da
resposta insulinica e glicémica aos 5 minutos foram 41% e 40% menores nos grupos estro e
diestro, respectivamente, do que aqueles verificados no anestro, entretanto, ndo foram

significativamente diferentes.
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Figura 9. Concentracdo (média + desvio padrao da média) de glicose no plasma de cadelas dos
grupos anestro, estro e diestro ao longo do IVGTT. n =7 - 14 animais.
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Figura 10. Concentracao (média + desvio padrao da média) de insulina plasmatica nos grupos
anestro, estro e diestro ao longo do IVGTT. n =3 - 7 animais.
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Aumento HOMA B em comparacao ao basal (

Figura 11 a. Medianas, intervalos interquartis e percentis 10 ¢ 90% do aumento no indice
HOMA B em relagdo ao basal (grupo anestro = 1). Nao foram observadas diferencgas
significativas pelo teste de Kruskall-Wallis (p = 0,530) n = 3 - 7 animais. Figura 11 b.
Medianas, intervalos interquartis e percentis 10 e 90% do indice HOMA R. Nao foi detectada
diferenca significativa na analise variancia de uma via (p = 0,511). n =3 - 7 animais.
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Figura 12. Relagdo (média + desvio padrao da média) Alns/AGli aos 5 minutos de IVGTT. Nao
foram observadas diferencas significativas pela ANOVA de uma via (p = 0,224). n =3 — 7
animais.

Ainda com base nas concentracdes de glicose e de insulina no tempo zero do IVGTT
(jejum), foram calculados os indices insulinogénico e a relagdo insulina/glicose corrigida.
Segundo Kogika et al. (2001) considera-se o paciente com hiperinsulinemia relativa, quando o
indice insulinogénico ultrapassar o valor de 0,235 e a relacdo insulina/glicose corrigida passar
de 30. A tabela 4 apresenta as médias, desvio padrao e intervalo dos indices calculados. Apesar
do indice insulinogénico no grupo diestro apresentar valores cerca de 25% maiores que aqueles
constatados nos outros dois grupos experimentais e a relagdo insulina/glicose corrigida valores
24% e 30% maiores que aqueles verificados no estro e anestro, respectivamente, nao houve
diferenca significativa. No entanto, a média do grupo diestro para ambos indices encontra-se na

faixa considerada de resisténcia a insulina (0,250 e 39,1 respectivamente).
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Tabela 4. Médias, desvio padrio e intervalo do indice insulinogénico e da relagdo
insulina/glicose corrigida.

indice Insulinogénico* Relacio Ins / Gli Corrigida**
Anestro 0,186 £ 0,06 (0,127 — 0,262) 27,8+9,26 (21,8 —39,2)
Estro 0,187 £ 0,07 (0,140 — 0,271) 29,9 +10,64 (23,15 -42,2)
Diestro 0,250 £ 0,12 (0,131 - 0,418) 39,1 £ 22,04 (19,37 - 80,8)

* valor de referéncia: aumentado > 0,235
** valor de referéncia: aumentado > 30.

Para os indices Alns/AGli aos 5 minutos de IVGTT, indice insulinogénico e relagao
insulina/glicose corrigida foi calculada a razdo de prevaléncia (RP) de valores alterados
(desfecho) a partir dos valores de referéncia citados nos trabalhos originais < 54, > 0,235 e > 30,
respectivamente. Para isto foram comparados os grupos estro e diestro (grupos expostos) ao
grupo controle anestro (ndo exposto). Para os indices HOMA B e HOMA R nao foi calculada
esta medida de associacdo em decorréncia da auséncia de valores de referéncia para a espécie

estudada.

A tabela 5 traz os resultados das razdes de prevaléncia para a alteracdo destes indices
com os respectivos intervalos de confianca 95%.

Tabela 5. Razdo de prevalancia e intervalo de confianga 95% para alteracdo nos indices
Alns/AGli aos 5 minutos de IVGTT, indice insulinogénico e relagdo insulina/glicose corrigida.

Estro— RP (IC 95%)  Diestro — RP (IC 95%)

AlIns/AGli aos 5 minutos de IVGTT 1,66 (0,43 — 6,23) 2,14 (0,71 — 6,35)
Indice insulinogénico 0,83 (0,12 -5,52) 1,05 (0,07-15,33)
Relacio insulina/glicose corrigida 0,83 (0,12 -5,52) 1,42 (0,4 —4,95)
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Determinac¢ao do Glicogénio Muscular

A Figura 13 mostra os valores de glicogénio muscular apés o IVGTT nos grupos
experimentais estudados. Nao foram verificadas diferengas significativas nos valores de

glicogénio muscular entre os grupos anestro, estro e diestro.
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Figura 13. Medianas, amplitude interquartil e percentis 10 e 90% do glicogénio muscular das
pacientes nos referidos grupos. Nao foi observada diferenca significativa pela ANOVA de uma
via (p = 0,290).
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Ensaios de Ligacio da 2] Insulina em Presenca de Diferentes Concentracoes de Insulina
Humana

A figura 14 apresenta as curvas de inibigio competitiva da ligagio de '*’I-insulina em
membranas de musculo esquelético, pelo aumento da concentragdo de insulina humana nao
marcada. Os ensaios de ligagdo da '*’I-Insulina ao receptor, em presenca de concentracdes
crescentes de insulina ndo marcada, mostraram que no musculo reto-abdominal de cadelas
ocorreram sitios de ligacdo a insulina de alta e de baixa afinidade. As figuras 15 a, b e ¢
apresentam as curvas de Scatchard dos resultados do estudo de liga¢do insulina-receptor das
pacientes ao longo do ciclo estral. A relagdo da insulina ligada/livre (Bound/Free — B/F) foi
representada graficamente contra a quantidade de insulina ligada (Bound — B) por pM de
proteina.A constante de dissociacao dos sitios (Kds) de alta e de baixa afinidade serdo referidas
como Kd 1 e Kd 2, respectivamente. A capacidade maxima de ligagdo destes sitios também foi
determinada sendo aqui referida como Bmax 1 ¢ Bmax 2. Os valores de Kd e Bmax para os
sitios de alta afinidade foram expressos em fM/mg de proteina, enquanto que para os sitios de

baixa afinidade; os valores de Kd e Bmax foram expressos em pM/mg de proteina.

A tabela 6 representa os valores de Kd e de Bmax, para cada um dos sitios de ligacao
a insulina, em tecido muscular de cadelas nas diferentes fases do ciclo estral. As cadelas em
anestro apresentaram os menores valores de Kd 1 e Bmax 1 em comparag@o aos grupos estro e
diestro (p < 0,001). O grupo estro apresentou os maiores valores de Kd 1, sendo significativa
(p<0,001) a diferenga em relacdo os grupos anestro e diestro. Com relagdo aos valores de Kd e

Bmax dos sitios de baixa afinidade; ndo foram observadas diferengas significativas entre os

99



grupos experimentais estudados (p = 0,730 para Kd 2 e p = 0,05 para Bmax 2). Os menores
valores de Kd 2 foram observados no grupo diestro ¢ os menores valores de Bmax 2 foram
verificados no grupo estro. Todos os pardmetros foram analisados através de ANOVA de uma

via seguido de teste de Tukey.
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Figura 14 - Inibicio competitiva da ligagdo de '“I-insulina em membranas de musculo
esquelético, pelo aumento da concentragdo de insulina humana ndo marcada. Cada ponto
representa a média de duas preparacdes de membrana em duplicata.

100



B/F

B/F

0,07 -
0,06—_
0,05—.
0,04—.
0,03—-
0,02—-

0,01 +

0,00

0,035 1
0,030
0,025-
0,020-
0,015-
0,010

0,005 ~

0,000

2

00 05 10 15 2.0 25 30 3.5 40

B (pM / mg de Proteina)

O -

I : I i I . I : 1

1 2 3 4 5
B (pM / mg de Proteina)

101



0,10 +
[ ]
0,08 +

[ ]
0,06 -
[ ]

B/F

0,04 -

0,02 -

0,00 T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5

B (pM / mg de Proteina)

Figura 15 a, b e ¢ - Curvas de Scatchard em preparacdes de membrana de tecido muscular
esquelético de fémeas caninas em diferentes fases do ciclo estral. Cada ponto representa a média
de duas preparagdes de membrana em duplicata. Curvas representativas dos grupos anestro (a),
estro (b) e diestro (c).

Tabela 6. Valores de Kd (constante de dissociagdo) dos sitios de ligacdo a insulina de alta (Kd
1) e de baixa (Kd 2) afinidade e a capacidade de ligagdo maxima destes sitios (Bmax 1 ¢ Bmax
2) em musculo de cadelas em diferentes fases do ciclo estral.

Kd1 Bmax 1 Kd 2 Bmax 2
(fM/mg ptn) (fM/mg ptn) (pM/mg ptn) (pM/mg ptn)
Anestro 6,54 +2,77* 0,35 +0,061* 26,06 £22,29* 0,79 £0,52°
Estro 28,54 + 6,94 0,83 +0,42° 25,68 £12,79* 0,35 +0,2*
Diestro 15,56 + 3,88° 1,24 +0,24° 18,56 £ 7,36 0,77 £0,37*

Média + desvio padrao da média
Letras diferentes (“*°) representam diferenca significativa (p < 0,001) entre os grupos. ANOVA
de uma via seguida de teste de Tukey.
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Fosforilagido do Substrato Sintético Poly (Glu,Tyr 4:1)

Na figura 16 estdo representados os resultados de fosforilacdo do substrato sintético
Poly (Glu, Tyr 4:1) nas preparacdes de membrana de tecido muscular esquelético das pacientes
nas diferentes fases do ciclo estral. Os resultados mostraram uma fosforilagdo basal nas
pacientes em anestro 42% e 46% superior aquelas observadas nas pacientes em estro ou diestro,

respectivamente (p < 0,001).

cpm

Anestro Estro Diestro

Figura 16. Valores médios e desvio padrdo da média dos valores de fosforilagdo do substrato
sintético Poly (Glu, Tyr 4:1) em presenca de albumina em preparagdes de membrana de tecido
muscular esquelético de pacientes em anestro, estro ou diestro. * representa diferenca
significativa (p < 0,05) em comparagao a fosforilagao basal do grupo anestro.
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DISCUSSAO

A determinagao do escore corporal, conforme critérios definidos por Laflame (1997) e
adaptado neste trabalho a uma escala de 1 a 5; sendo 1 = caquético, 2 = magro, 3 = ideal, 4 =
sobrepeso e 5 = obeso; foi importante para a determinacao de grupos de cadelas homogéneos
com relagdo a condi¢do corporal, evitando assim possiveis diferencgas na sensibilidade a insulina
em decorréncia de sobrepeso ou caquexia. Mesmo tendo-se observado diferenga significativa
entre a condigdo corporal do grupo anestro e dos demais grupos, as flutuagdes estdo ao redor do
escore 3 (ideal). As idades também apresentaram homogeneidade, afastando a possibilidade de
alteracOes na sensibilidade a insulina em decorréncia de diferengas marcantes na idade; uma vez
que hd tendéncia de menor sensibilidade a insulina em animais idosos (FELDMAN &
NELSON, 2004). Também as diferencas em relagdo a medida de porte do animal foram
minimizadas, pois todas as pacientes eram eutroficas. Com relag@o as ragas presentes no grupo
ciclo estral; somente o fox (uma ocorrréncia no grupo diestro) consta em listas de racas com
maior predisposi¢do ao desenvolvimento de diabetes (odds ratio 3,02 IC 95% 1,94 — 4,7); as
demais racas das pacientes que participaram do estudo, na verdade apresentam-se com menor
risco de desenvolvimento de diabetes (0dds ratio entre 0 e 1), utilizando-se os cides SRD como
referéncia (odds ratio 1) (HESS et al., 2000, GUPTILL et al., 2003; CATCHPOLE et al.,

2005).

As determinagdes hematoldgicas evidenciaram o adequado estado de saude das
pacientes participantes no estudo, evitando assim inclusdo de pacientes com mordidades

passiveis de alterar os testes de sensibilidade a insulina (RAND et al., 2004; FELDMAN &
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NELSON, 2004). Alteracdes na sensibilidade a insulina podem se manifestar por meio de
alteragdes nos indicadores de lipemia dos pacientes (POPPL & GONZALEZ, 2005). No
presente estudo nao foram observadas diferengas significativas nos valores de triglicerideos e de
colesterol nos diferentes grupos. Estes resultados estdo de acordo com achados de Renauld et al.
(1998) que também observaram que as diferentes fases do ciclo estral ndo alteram
significativamente os valores de triglicerideos, lipideos e colesterol basais, assim como de
acidos graxos livres e glicerol (RENAULD et al., 1999). Contudo, em pacientes naturalmente
diabéticas nao castradas, durante as fases estrogénicas e lutea do ciclo estral, observam-se
concentracdes maiores de lipideos quando comparadas aquelas verificadas em pacientes
diabéticas em anestro. Em testes de tolerancia a insulina em pacientes diabéticas (ITT — insulin
tolerance test) a resposta dos triglicerideos a insulina das pacientes em anestro foi superior a de
pacientes em diestro ao fim do teste. J&4 o contrario foi observado em pacientes nao diabéticas

(RENAULD et al., 1998).

A fructosamina ¢ considerada uma das principais ferramentas no controle a longo
prazo da glicemia de pacientes diabéticos, também apresentando um importante valor para
diferenciar de animais estressados (JENSEN 1995; BEHREND 2001; GRECO 2001b; LOSTE
& MARCA 2001; SCHULMAN 2003). A fructosamina ¢ sintetizada quando uma molécula de
glicose em sua forma aberta (cerca de 0,001% da glicose circulante) combina-se de forma nao
enzimatica e reversivel a um grupamento amino, normalmente residuos de lisina nas proteinas.
Este composto (aldimina — base de Schiff) vai transformando-se lenta e irreversivelmente por
meio do rearranjo de Amadori em um estavel composto cetoamina (JENSEN, 1995). Este

processo ocorre em praticamente todas proteinas corporeas, como as proteinas plasmaticas,
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colageno e elastinas. A concentra¢dao de fructosamina ¢ uma mensuragao de todas as proteinas
glicosiladas séricas, no entanto a albumina € a principal proteina sérica, € ¢ muito mais sensivel
a glicosilagao (JENSEN, 1995). Desta forma como a meia vida da fructosamina ¢ de cerca de 2
semanas, a concentragdo de fructosamina oferece um indicador da glicemia nas ultimas duas
semanas (KANEKO et al., 1997). A mensuragdo sérica de fructosamina nas pacientes estudadas
nao evidenciou diferengas significativas que pudessem indicar ou suportar alteragdes no estado

glicémico das pacientes.

A resposta glicémica ao IVGTT, das pacientes estudadas nos diferentes grupos, nao
apresentou diferencas significativas, bem como a glicemia de jejum. A ocorréncia de resisténcia
a insulina e intolerancia a glicose associada a fase do diestro ¢ freqiientemente comparada ao
diabetes mellitus gestacional humano (DMG). O DMG ¢ caracterizado como uma intolerancia
aos carboidratos identificada pela primeira vez durante a gestagdo (RUSSELL et al., 2007).
Divergéncias existem em diferentes paises para critérios de diagnostico de DMG e pontos de
corte para o diagndstico, contudo, uma resposta glicémica superior a 140 mg/dL apos 1 hora de
uma dose oral de 50 g de glicose (OGTT — oral glucose tolerance test) em mulheres entre a 26%-
28* semana de gestacdo ¢ considerado preditivo de DMG (PHILLIPS, 2006). Para confirmagao
do diagnoéstico; ¢ necessario uma glicemia de jejum maior que 100 mg/dL ap6s uma dieta rica
em carboidratos por 3 dias ou uma glicemia superior a 144 mg/dL apds 2 horas de uma dose
oral de 75 g de glicose (PHILLIPS, 2006). Russell et al. (2007) consideram para fins de
diagndstico uma resposta glicémica > 135 mg/dL no segundo trimestre de gestacdo ou > 173

mg/dL no terceiro semestre apos 2 horas durante um OGTT de 75 g de glicose.
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A prevaléncia de DMG pode variar de 1 a 14% conforme a populagdo estudada
(NILSSON et al., 2007) e muito da semelhanga entre 0 DMG e a DM canina reside no fato de
que mulheres com DMG podem retomar aos valores glicémico normais ap6s o parto em até
90% dos casos (KIM et al., 2007). Contudo, a ocorréncia de DMG em humanos em uma
gestacdo aumenta em até 62% a incidéncia de diabetes durante a vida da paciente (NILSSON et
al., 2007). De fato, na populag@o canina, cerca de 5% das pacientes identificadas com diabetes
durante o diestro, podem reverter a necessidade de insulina se castradas imediatamente apds o
diagnostico. As cadelas que sofreram diabetes reversivel durante o diestro e ndo foram castradas
apresentam grandes chances de tornarem-se diabéticas na proxima fase latea do ciclo,
independente da presenca ou nio de gestagdo (RAND et al., 2004; FELDMAN & NELSON,

2004).

No entanto, a ocorréncia de DMG humana, e o desenvolvimento posterior de DM tipo
I ou tipo II apds a gestacdo, estdo associados a uma série de fatores de risco genéticos, auto-
imunes ¢ ambientais (CHU et al., 2007; KIM et al., 2007; NILSSON et al., 2007; WATANAKE
et al., 2007). Na literatura, observa-se uma ampla variagao no indice de recorréncia de DMG em
mulheres, bem como na incidéncia e severidade da doenga, conforme raca/etnia (BEISCHER et
al., 1991; KIM et al., 2007). Nilsson et al. (2007) demonstraram a presenga de auto-anticorpos
contra GAD, células das ilhotas (ICA — islet cell antibody) e contra a enzima tirosina fosfatase
(IA-2A) em 24 de 385 mulheres com DMG. Destas, 50% desenvolveram DM tipo I entre 6
meses ¢ 10 anos apds o parto, o que reforca a idéia de que a ocorréncia de DMG pode
desencadear o aparecimento de DM tipo I. Esta afirmativa baseia-se na constatagao da presenca

de auto-anticorpos, que podem ser detectados anos antes do inicio dos sintomas. Assim, a
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resisténcia a insulina durante a gestagdo levaria a um aumento na demanda das células
remanescentes e ja afetadas pelo processo auto-imune. Desta forma a DMG pode na verdade

mascarar um estagio inicial do DM tipo I ao ser interpretada somente como DMG (NILSSON et

al., 2007).

A mesma logica poderia ser aplicada ao diabetes mellitus canino com inicio durante o
diestro. Evidencias acumuladas apontam para a presenga de auto-anticorpos contra células § em
cerca de 50% dos pacientes caninos com diagnostico recente de DM (HOENIG, 2002).
Entretanto, de cada 100 cdes que recebem diagndstico de DM, cerca de 70% sdo fémeas
(CATCHPOLE et al.,, 2005), ¢ destas fémeas com diagnostico recente de diabetes,
aproximadamente 70% encontravam-se no diestro no comec¢o da doenca (POPPL &
GONZALEZ, 2005). Nio seria nenhuma surpresa a detec¢io de auto-anticorpos, evidenciando
um diabetes auto-imune (insulite imunomediada), em uma propor¢ao significativa de cadelas
com diagnostico de DM durante o diestro. Neste cenario o diestro poderia ser um fator
agravador do processo auto-imune no diabetes. Como ndo foi realizada a dosagem de auto-
anticorpos neste estudo; e a populacao estudada foi relativamente pequena, ndo foi possivel
verificar esta hipotese. A maior predisposicao ao desenvolvimento de diabetes, encontrada em
algumas ragas, pode também influenciar na ocorréncia de resisténcia a insulina durante o
diestro.

No presente estudo ndo foram observadas diferencas siginicativas na resposta
glicémica ao IVGTT entre os diferentes grupos do ciclo estral. Este fato pode ser explicado, em
parte, pela utilizagdo de animais de ragas e origem diferentes que ndo apresentavam outros

fatores predisponentes a intolerancia a glicose, fora a fase lutea do ciclo, como por exemplo a
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obesidade. Apesar disto; algumas evidéncias encontradas neste estudo apontam para uma menor
sensibilidade a insulina nas pacientes em diestro; apesar de ndo terem atingido significancia

estatistica.

A obesidade aparece como um dos principais fatores ambientais de risco a ocorréncia
de DMG e a grande maioria das pacientes com DMG, posteriormente tornam-se diabéticas do
tipo I (CHU et al., 2007; KIM et al., 2007). A meta-analise realizada por Chu et al. (2007)
evidenciou odds ratio de 2,14 (IC 95% 1,82 - 2,53); 3,56 (IC 95% 3,05 — 4,21) ¢ 8,56 (IC 95%
5,07 — 16,04) entre mulheres com sobrepeso, obesas ou severamente obesas, respectivamente,
para o desenvolvimento de DMG. Segundo Rand et al., (2004), o cléssico trabalho de
Mattheeuws et al., (1984) associando a obesidade a intolerancia a glicose ndo pode descartar a
ocorréncia conjunta de antagonismo promovido pela progesterona, uma vez que de 15 cadelas

avaliadas, 13 ndo eram castradas.

Da mesma forma que diversos genes ja foram descritos como possivelmente
envolvidos na ocorréncia de diferentes formas de diabetes, podendo inclusive, ser pesquisados
com objetivo de identificacdo de pacientes em risco; alguns genes sdao candidatos ao
envolvimento no inicio de ambas formas do DMG (auto-imune e ndo auto-imune)

(WATANAKE et al., 2007).

Diversos autores postularam que a ocorréncia da resisténcia a insulina, intolerancia a
glicose e predisposicao ao diabetes nas fémeas caninas durante a fase do diestro pode depender

nao somente de altas concentracdes de progesterona e de GH, caracteristicas desta fase do ciclo
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(EINEGENMANN et al., 1983), mas sim depender de fatores genéticos, auto-imunes ou
ambientais associados (FELDMAN & NELSON, 2004; RAND et al., 2004; CATCHPOLE et
al., 2005) como observado no estudo de Poppl & Gonzalez (2005). Eingenmann et al. (1983)
evidenciaram a auséncia na supressao do GH frente a hiperglicemia em fémeas em diestro ou
tratadas com medroxiprogesterona. O presente trabalho evidenciou pela primeira vez, a
influéncia do ciclo estral sobre as caracteristicas da ligagdo da insulina ao IR, afinidade da
ligacdo insulina-receptor, bem como nos passos iniciais da transdu¢do do sinal insulinico no
musculo de cadelas nas fases do ciclo estral. Esses achados levantam um novo foco de estudos
na compreensdo da resisténcia insulinica observada no diestro, e ajudam a refutar a idéia de que
essa resisténcia a insulina deva-se somente a elevadas concentracdes de GH frente a
progesterona, uma vez que este achado ¢ mais freqlientemente observado em cadelas idosas
(EINGENMANN et al., 1983; SELMAN et al., 1994; RIJINBERK et al., 2003) e a populagido

deste estudo era composta de cadelas jovens.

O indice HOMA (homeostatic model assessment) de percentual de atividade das
células B (HOMA B) e de resisténcia a insulina (HOMA R) foi desenvolvido por Matthews et
al. (1985). Este indice tem como objetivo de avaliar a sensibilidade a insulina e a atividade das
células B, utilizando somente os valores de glicemia e de insulinemia em jejum. Neste estudo, a
aplicacdo do indice HOMA foi adaptada, uma vez que foi desenvolvido para uso em humanos.
Como o estudo original considerou que pacientes saudaveis com peso normal e menos de 35
anos apresentavam atividade das células B de 100% e resisténcia a insulina = 1; para fins de

comparagdo, considerou-se, neste trabalho, que o grupo anestro (composto de cadelas com
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menos de 2 anos, saudaveis e com escore corporal ideal) apresentava atividade de células 3 de

100% e resisténcia a insulina = 1.

O HOMA B mostrou-se levemente aumentado nas pacientes em estro ou em diestro
quando comparado aos valores encontrados em cadelas em anestro; apesar de ndo ter atingido
significancia estatistica. Como este indice ¢ calculado a partir de valores obtidos em jejum,
quando a liberagao de insulina pelas células 3 ¢ baixa, indice com valores mais altos indicariam
que o mecanismo glicose-secre¢do de insulina pode estar acometido. Este resultado talvez
indique que nestas fases do ciclo estral ocorra um “esfor¢o” maior das células B para a

manuten¢do de uma euglicemia em jejum.

No entanto, os valores de insulinemia observados durante o IVGTT revelam valores
maiores de insulina no grupo anestro, em comparagdo aos demais grupos. Porém esta maior
secrecdo de insulina no grupo anestro nao foi significativa. Renauld et al., (1990) demonstraram
que, a indugdo artificial de ciclo estral por meio da administragdo seqiiencial de estrogenos e
progesterona, promove um acumulo pancreatico de insulina, reduzindo a resposta insulinica
apo6s desafio com glicose, o que estd de acordo com o observado neste estudo (menor secregao
de insulina nas fases de estro e diestro quando comparadas ao grupo anestro, apesar da diferenca

nao ter sido significativa).

Da mesma forma, o HOMA R nido apresentou diferenga estatistica, apesar do maior
valor no grupo diestro em comparagdo ao anestro. A falta de valores de referéncia para estes

parametros em caes, bem como pontos de corte em testes provocativos prejudicam a avaliacao
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destes parametros ¢ justificam este tipo de investigacdo. Oliveira et al. (2005) revisando a
utilizacdo clinica do indice HOMA na pratica clinica reconhecem o prejuizo da falta de um

valor de corte estabelecido para classificagdo dos resultados em pacientes humanos.

O AIns/AGli aos 5 minutos de IVGTT, foi adaptado de Omori et al. (1991).
Originalmente o Alns/AGli foi aplicado ao OGTT e verificado o Alns/AGli aos 30 minutos de
teste, como método auxiliar no diagndstico de pacientes com DMG. Pacientes humanas com
valores de Alns/AGli inferiores a 54 sdo consideradas como fracamente responsivas (low
responders) ao desafio com glicose; mesma resposta observada em pacientes humanos com
diabetes. Pesquisas clinicas evidenciaram que eventualmente estas low responders irdo
desenvolver diabetes no futuro apds término da gestagdo (OMORI et al., 1991). Apesar da
diferenca nao ter sido significativa com relagdo ao grupo anestro; as medias dos grupos estro e
diestro encontram-se dentro da faixa considerada de risco (< 54). De acordo com estes achados,
Renauld et al. (1990) evidenciaram menor resposta insulinica frente a glicose em decorréncia de

exposicao aos estrogenos e a progesterona em caes.

O indice insulinogénico; proposto inicialmente como uma ferramenta ainda mais facil
de avaliagdo da sensibilidade a insulina, sem necessidade de uso de equagdes ou programas
computacionais como exigido para calculo do HOMA (GUTT et al., 2000), ¢ a relagdo glicose /
insulina corrigida (KOGIKA et al., 2001; FELDMAN & NELSON, 2004); apesar de mostrarem
a média do grupo diestro na faixa de hiperinsulinemia relativa, em relagdo aos grupos anestro e

estro, ndo houve significancia estatistica.
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A avaliagdo da razdo de prevaléncia para estes indices com os respectivos intervalos de
confianga com 95% de confiancia também falhou em mostrar associagdo significativa entre
estas variaveis, uma vez que o intervalo de confianca passa pelo valor trivial 1| (WAGNER &
CALLEGARI-JAQUES, 1998). No entanto, a partir dos valores dos intervalos de confiangas
pode-se tirar duas grandes conclusdes: (1) o amplo intervalo refor¢a a necessidade de aumentar
o numero (n) amostral para que se possa identificar mais facilmente pacientes em maior risco de
DM na populacao, (2) os valores relativamente altos dos limites superiores dos intervalos de
confianga 95%; afastando-se do 1 de forma moderada a intensa, evidenciam que apesar de nao
significativa a associa¢do entre a fase do ciclo estral e a resisténcia a insulina, a exposi¢ao
(ocorréncia de estro ou diestro) representam um importante fator de risco para populagdo
(WAGNER & CALLEGARI-JAQUES, 1998). Cianni et al. (2007) evidenciaram a presenga de
risco de morbidades associadas ao DMG mesmo em mulheres gestantes com somente um valor
alterado durante um OGTT, mostrando que os efeitos metabolicos da DMG podem estar

presentes mesmo quando os testes falham em demonstrar este quadro.

Scaramal et al., (1997), estudando o impacto do ciclo estral sobre a sensibilidade a
insulina, observaram resultados diferentes do presente estudo; talvez em parte por diferencas
metodologicas, como por exemplo, o uso de uma dose de 1 g/ kg de glicose para realizagao do
IVGTT. Renauld & Garrido (1992) demonstraram em caes diferentes respostas de glicose e de
insulina frente a diferentes doses de glicose para realizagao de IVGTT. No estudo de Scaramal
et al. (1997) nos grupos estro e diestro os picos de glicose foram menores apo6s infusdo de
glicose, ao passo que no grupo estro a resposta insulinica foi maior. Contudo nas pacientes nas

fases de estro e diestro com diabetes, ocorre uma falha na resposta insulinica durante IVGTT em
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decorréncia de fatores pancreaticos (lesdes histologicas as ilhotas de Langerhans) e extra-
pancreaticos (hiperproducao basal de GH e falha na supressdo da produ¢do do GH frente a

hiperglicemia) (EIGENMANN et al., 1983; SCARAMAL et al., 1997).

Os achados deste estudo, apesar de ndo significativos, concordam com Renauld et al.
(1990) e Scaramal et al. (1997) na observagdo de valores menores de resposta insulinica durante
o diestro e que este potencial diabetogénico, comega ja durante o estro (EIGENMANN et al.,
1983; SCARAMAL et al., 1997; SELMAN et al., 1994; RIJNBERK et al., 2003). Contudo,
somente uma pequena minoria das cadelas ndo castradas desenvolvem diabetes (apesar da
maioria das que desenvolvem estarem no diestro) (CATCHPOLE et al., 2005; POPPL &
GONZALES, 2005). A maior secregdo de GH frente a concentragdes normais de progesterona
acontece somente em pacientes mais idosas, o que ajuda a explicar porque a apresentagao tipica
de um canino diabético, costuma ser uma fémea, ndo castrada, com idade normalmente superior
a 7 anos e com inicio dos sintomas no diestro (FELDMAN & NELSON; POPPL &

GONZALEZ, 2005).

Assim, pode-se concluir que a fase do diestro, per se, ndo seria a responsavel pela
indugdo do diabetes (RENAULD et al., 1990; SCARAMAL et al., 1997). Da mesma forma,
diversas evidéncias apontam que a ocorréncia do DMG humano também depende de uma série
de fatores genéticos e ambientais (COUSINS, 1991; CHU et al., 2007; KIM et al., 2007,
WATANAKE et al., 2007). Assim, a patogénese do diabetes iniciado durante o diestro seria
mais complexa do que a simples superprodug¢do de GH frente a progesterona como postulado

por Eingenmann et al. (1983), e dependeria mais de diversos fatores ambientais, auto-imunes,
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raciais e genéticos. Contudo, a ocorréncia do diestro em pacientes que apresentam qualquer
anormalidade pancreatica que falhe em compensar a resisténcia a insulina caracteristica desta
fase, representa um fator de risco ao desenvolvimento de diabetes. Pacientes idosas, mais
expostas temporalmente e periodicamente aos hormoénios diabetogénicos; ou com qualquer
predisposi¢ao genética a ocorréncia de DM estariam ainda mais suscetiveis a desenvolver DM

no diestro (SCARAMAL et al.,1997; FELDMAN & NELSON, 2004).

A determinagdo da concentracdo muscular de glicogénio ndo mostrou diferengas
metabolicas do tecido muscular em resposta a insulina durante o ciclo estral em cadelas. Uma
vez que a sintese de glicogénio depende do estimulo insulinico (NEWSHOLME &
DIMITRIADIS, 2001), um estado de resisténcia a insulina poderia provocar menor captaciao de
glicose e sintese de glicogénio nas pacientes estudadas. Todos animais passaram por jejum de 8
a 12 horas para realizagdo do IVGTT e OSH; sendo que a coleta dos tecidos foi realizada
aproximadamente 2 horas apds a infusdao de glicose. Talvez, se no presente estudo a avaliagdo
do glicogénio hepatico tivesse sido realizada, uma vez que na situagdo de jejum pré-operatorio,
o figado teria suas reservas de glicogénio significativamente reduzidas, e responderia
prontamente ao estimulo insulinico apdés o IVGTT, com sintese de novo glicogénio, essa
determinagdo auxiliria na investigagdo dos efeitos celulares da insulina. Esta avaliagdo fica
comprometida no tecido muscular em decorréncia da sua caracteristica de preservar seu
glicogénio mais para atividade muscular, sofrendo pequena variacdo frente a um jejum curto

como estabelecido no pré-operatorio.
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Desta forma, os estudos realizados in vivo, apesar de sugerirem a presenga de
alteracdes interessantes na sensibilidade insulinica e capacidade de resposta secretora pelas
células B pancreaticas, ndo foram eficazes em comprovar estas alteragdes. Contudo, os estudos
in vitro sobre as caracteristicas do receptor insulinico e a ativa¢do da via de sinalizagdo intra-
celular da resposta insulinica no musculo, apresentaram resultados bem interessantes,
evidenciando prejuizo na sensibilidade tecidual a insulina no estro e no diestro. Este achado ¢
muito importante, pois ndo se conhece na literatura veterindria, o papel de alteracdes nas
caracteristicas dos receptores de insulina e dos passos pos-receptor de sinaliza¢do da insulina na

etiopatogénese do diabetes mellitus canino.

Diferencas marcantes foram detectadas na sensibilidade tecidual a insulina no que diz
respeito a capacidade de ligagdo maxima (Bmax) dos receptores insulinicos e na quantidade de
hormonio necessaria para dissociar 50% dos sitios de ligacdo (Kd). Estas diferencas ficam claras
na analise da curva de inibi¢do competitiva da ligacdo da '2insulina frente a concentracdes
crescentes de insulina ndo marcada, onde observa-se a necessidade de maiores concentragoes de
hormonio nao marcado para inibir 50% da ligagdo total nos grupos estro e diestro. A analise dos
resultados das curvas de saturagdo com hormdnio ndo marcado pelo método de Scatchard
(1959); utilizando o programa Kell for Windows (MUNSON & RODBARD, 2000;
McPHERSON, 1985), evidenciou a presenga de dois sitios de ligagdo a insulina no tecido
muscular das pacientes; sendo uma populagdo de receptores de alta afinidade / baixa capacidade
(1) e outra de baixa afinidade / alta capacidade (2). A relagdo curvilinea observada nas
diferentes fases do ciclo estral na representagdo grafica da relagdo B/F (Bound/Free) contra a

quantidade ligada de hormdnio (B) por pM de proteina, confirma a presenca destes sitios. Os
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mesmos sitios de ligagao foram demonstrados em musculo, coracdo e figado de caes neonatos e
adultos por Johnston et al. (1991). Estes autores evidenciaram nos sitios de alta afinidade uma
maior capacidade de ligacdo hormonal no tecido muscular de caes neonatos em comparagao aos

adultos, porém sem diferengas de afinidade hormonio-receptor.

Neste trabalho foi observada uma maior capacidade de ligagdo dos sitios de alta
afinidade (Bmax1) em pacientes durante o estro ou diestro, quando comparadas ao grupo
anestro. Contudo, a maior capacidade de ligagdo foi acompanhada de uma maior constante de
dissociacao (Kd1) nos grupos estro e diestro; o que representa uma menor capacidade de ligagao
/ afinidade; uma vez que mais hormdnio € necessario para que 50% dos receptores permanegam
ocupados (GRIFFIN & OJEDA, 2004). Desta forma; pode-se inferir, que durante o ciclo estral
ocorrem alteragdes fisioldgicas na afinidade de ligacao entre a insulina e seus receptores de alta
afinidade, e o maior numero de sitios de ligacdo, com objetivo de manter a homeostase da
resposta insulinica face as variacdes hormonais caracteristicas do ciclo estral, parece compensar
esta menor afinidade. Os testes de sensibilidade a insulina falharam em evidenciar a presenca de
um estado de resisténcia a insulina, confirmando que as alteragdes das caracteristicas da ligacao
insulina-receptor mantém a resposta fisiologica da insulina no tecido muscular de cadelas
durante as fases do ciclo estral. Nenhuma alteragdo significativa foi encontrada na capacidade
maxima de ligacao dos sitios de baixa afinidade (Bmax2); ou em suas constantes de dissociacao
(Kd2). O tunico trabalho encontrado na literatura a avaliar estes pardmetros em caes através de
estudos de ligagdo com '*I-insulina; verificando diferencas nas propriedades de ligagio da
insulina entre neonatos e cdes adultos também ndo observou diferencas com relagdo aos sitios

de baixa afinidade (JOHNSTON et al., 1991). Estes achados motivam a especula¢do sobre o
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carater constitutivo e ndo passivel de regulacdo dos receptores de baixa afinidade / alta

capacidade.

E importante ressaltar que estes achados de menor sensibilidade a insulina foram no
tecido muscular esquelético. Diferengas na sensibilidade a insulina sdo esperadas em diferentes
tecidos alvo, como figado, tecido adiposo sub-cutaneo, tecido adiposo intra-abdominal, tecido
adiposo marrom e tecido muscular (GRIFFIN & OJEDA, 2004). O indice HOMA R, bem como
o indice insulinogénico ¢ a relagdo insulina/glicose corrigida sao baseados em medidas estaticas,
¢ desta forma avaliam basicamente a sensibilidade hepatica a insulina (MATTHEWS et al.,
1985; OLIVEIRA, et al., 2005). O uso de testes mais simples, como o indice HOMA, tem sido
validado para uso clinico diante do padrdo ouro para avaliacdo da sensibilidade a insulina
(clamp euglicemico hiperinsulinémico). A técnica do clamp apresenta a capacidade de avaliar
tanto a resisténcia periférica como a hepatica aos efeitos da insulina, assim como o IVGTT.
(KIRWAN et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2005). A auséncia de alteragdes significativas nas
respostas ao IVGTT, assim como nos indices calculados a partir da insulinemia e glicemia
basais, permite inferir que o tecido muscular seria o principal sitio de resisténcia a insulina
durante o diestro, apesar desta resisténcia ndo desencadear intolerancia a glicose na populagao

estudada.

Ryan & Enns (1988) avaliando a ligacdo da insulina em adipocitos de ratos, ndo
observaram alteracdes na ligacdo em ratas prenhes, contudo; o transporte de glicose foi reduzido
nestas células; sugerindo um defeito pos-receptor para esta alteragdo. Em estudo in vitro de

cultura de adipocitos de ratos; o estradiol aumentou a ligagdo maxima, ao passo que a
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progesterona reduziu ndo s6 a ligacdo mas também o transporte de glicose. O mesmo foi
promovido pela prolactina (RYAN & ENNS, 1991). Vargas et al. (2004) estudaram altera¢des
na concentragdo e distribuicao celular de GLUT 4 em cadelas em anestro, obesas e diabéticas. A
falta de trabalhos neste campo da pesquisa em diabetes mellitus canina dificulta a interpretagdo

destes achados.

Apos a ligacdo da insulina ao IR, ocorre a autofosforilacdo das sub-unidades B do
receptor em residuos de tirosina. A fosforilacdo destes residuos estimula o recrutamento de
moléculas intra-celulares chamadas de IRSs (substratos ao receptor de insulina), os quais sofrem
fosforilagdo e intermediam os primeiros passos intra-celulares na propagagao do sinal insulinico
(PIROLA et al., 2004). A capacidade de fosforilagdo destes receptores também foi avaliada
neste trabalho, por meio da fosforilagdo do substrato sintético Poly (Glu;Tyr 4:1); o qual
mimetiza o IRS-1 (KUCHARSKI et al., 1999; ORCY et al., 2005). A fosforilagdo do IRS-1 ¢
considerada o primeiro passo intra-celular da transdu¢do do sinal insulinico (SALTIEL &
KAHN, 2001; PIROLA et al., 2004; DOMINICI et al., 2005). A fosforilagdo basal apresentou-
se reduzida nas pacientes em estro e diestro quando comparadas aquelas dos animais em

anestro.

O principal marcador hormonal da fase estrogéncia do ciclo estral canino ¢ o estradiol,
que aumenta durante o pro-estro e reduz durante o estro. Apesar da progesterona ser o marcador
hormonal do diestro; seus niveis comecam a elevar-se ja no comeco do pro-estro em decorréncia
do aumento da atividade folicular (HOFFMAMM et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2003;

RODRIGUES & RODRIGUES, 2002). A maior secrecdo de GH pela glandula mamaria foi
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evidenciada em cadelas em resposta a exposi¢do a progesterona (SELMAN et al., RIIINBERK
et al., 2003). Dominici et al. (2005) propdem uma série de mecanismos pelos quais o GH pode
promover seus efeitos diabetogénicos, dentre os quais € proposto que a exposi¢do cronica ao
GH esta associada a menor resposta a insulina em termos de IR, IRS-1 e outros mensageiros
intra-celulares no musculo esquelético. A modulagao da sensibilidade a insulina pelo GH parece
envolver também uma maior expressdo de proteinas SOCS e maior fosforilagdo do IRS-1 em

residuos de serina.

De uma forma geral, as diferentes fases do ciclo estral ndo mostraram alteragdes de
sensibilidade a insulina; uma vez que diferentes provas de sensibilidade ao hormonio (glicemia
de jejum, lipemia, fructosamina, IVGTT, HOMA B, HOMA R, Alns/AGli 5 min. IVGTT, indice
insulinogénico e relacdo insulina / glicose corrigida) falharam em demonstrar um estado de
resisténcia insulinica durante as fases de estro ou de diestro, apesar dos intervalos de confianca

das razdes de prevalecia chamarem a atengdo para o risco no estro e no diestro.

No entanto importantes alteracdes nos receptores e nas etapas pos-receptor foram
identificadas e abrem caminhos para investigagdes com relagdo a modulagdo molecular da
sensibilidade a insulina durante o ciclo estral. Atualmente, desconhece-se o papel de eventos ou
defeitos nos receptores de insulina ou em passos pds-receptor na etiologia do diabetes mellitus

canino (FELDMAN & NELSON, 2004).

Concluindo, as fases do ciclo estral promovem uma menor sensibilidade do IR frente a

insulina, no entanto esta ¢ compensada por um aumento na concentragdo do IR, de forma que a
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sensibilidade tecidual a insulina é pouco afetada. A falha neste mecanismo compensatorio pode
ser o fator determinante do desenvolvimento de DM em fémeas durante o diestro. Esta nova
proposta fisiopatologica do desenvolvimento do diabetes canino vem complementar as hipdteses
ja citadas (EIGENMANN et al., 1983; RYAN & ENNS, 1988; SCARAMAL et al., 1997) para
explicar a maior prevaléncia de DM durante o diestro em cdes (RAND et al., 2004; POPPL &

GONZALEZ, 2005; CATCHPOLE et al., 2005).
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CAPITULO 11

Influéncia do Complexo Hiperplasia Endometrial Cistica — Piometra

sobre a Sensibilidade a Insulina

RESULTADOS

Animais

Apos a andlise dos critérios de inclusdo e os resultados de citologia vaginal, de
histopatologia uterina e de hemograma, 13 pacientes compuseram o grupo hiperplasia
endometrial cistica (HEC)- piometra, sendo 5 classificadas no grupo HEC (2 Filas, 1 Cocker, 1
Dobermann e 1 Rottweiller) e as outras 8§ classificadas no grupo piometra (2 SRD, 2 Collies, 1
Boxer, 1 Fila Brasileiro, | Weimaraner e 1 Pastora Branca). A composi¢ao dos grupos HEC e
piometra foi feita de acordo com os achados da histopatologia uterina, segundo critérios
descritos por Dow (1957). Por tratar-se de morbidades associadas ao diestro (SMITH, 2006),
como controle foram utilizadas as pacientes do grupo diestro (6 SRD, 2 Cockers, 1 Boxer, 1

Akita, 1 Rottweiller, 1 Fox e 1 Pitt-Bull).

As médias da idade e do peso das cadelas HEC e piometra foram significativamente
maiores que aqueles verificados nos animais do grupo controle diestro. Foi observada diferenca
significativa do escore corporal entre as cadelas em diestro e aquelas HEC, porém sem

relevancia bioldgica (Tabela 7).
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Tabela 7. Média, desvio padrdo e intervalo de idade, peso e escore corporal das pacientes
avaliadas dentro do grupo hiperplasia endometrial cistica - piometra.

Grupo Idade (anos) Peso (kg) Escore Corporal
Diestro(n=14) 3,65+3,25(0,7-10) 16,6+8,5(6,1-26,6) 3,15+£0,31(3-3,5)
HEC (n=5) 9+187(6-11)* 29,7+£13,6 (10-43)* 2,5£0,61 (2-3,5*

Piometra(n= 8) 7,12+3,09(4—13)* 27.7+113(17-53)* 3£0,26(2,5-3,5)

* indica diferenca significativa com relacdo ao grupo controle / diestro, p < 0,05 (ANOVA de
uma via seguida de teste de Tukey).

Determina¢oes Hematologicas

A tabela 8 apresenta os valores do eritrograma dos grupos de cadelas HEC, piometras
e controles (diestro). Nao foram constatadas variacdes significativas dos valores de

hemoglobina, eritrocitos e hematocrito entre os diferentes grupos experimentais.

Na figura 17 estdo representados os valores de leucocitos totais sanguineos nos
diferentes grupos experimentais estudados. As pacientes dos grupos HEC e piometra
apresentaram valores de leucdcitos significativamente maiores que aquele observado no grupo

diestro. Contudo, ndo foi verificada diferenca significativa entre os grupos HEC e piometra.

Tabela 8. Média, desvio padrio e intervalo dos parametros hematologicos (eritrocitos,
hematocrito e hemogoblina) das pacientes avaliadas dentro do grande grupo hiperplasia
endometrial cistica - piometra.

Grupo Eritrécitos (x106/mm3) Hematdcrito (%) Hemoglobina (g/dL)
Diestro 7,06 + 1,13 (5,42 -17,9) 49,1 £8,5 (40 —60) 16,7 £2,6 (13,9 -21,6)
HEC 4,68 £1,57(2,6-6,35) 31,6x11,9(16—-47) 11,04 +4,1(5,7-16,5)

Piometra 4,32+ 1,07 (3,9 -5,54) 31,68 £8(29—-41) 10,76 £2,7 (9,9 — 14,2)
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Figura 17. Medianas, intervalos interquartis e percentis 10 e 90% dos valores de leucdcitos
totais observados nos diferentes grupos. * representa diferenga significativa através da analise
variancia de uma via, seguido do teste de Tukey (p = 0,004). n =5 — 14.

Determinacdes Bioquimicas

Na tabela 9 estdo representados os resultados de triglicerideos e de colesterol dos
grupos diestro, HEC e piometra. Nao foram observadas diferengas significativas dos valores de

triacilglicerol e de colesterol entre os grupos experimentais estudados.
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As concentragdes séricas de fructosamina nos grupos diestro, piometra e HEC estdo
representadas na figura 18. No grupo piometra foi constatada uma diminui¢do significativa da
concentragao de fructosamina quando comparada aquela verificada no grupo controle diestro.

Entre os outros grupos nao foram verificadas diferencas significativas.

Tabela 9. Valores (média + desvio padrao da média e intervalo) de triglicerideos e de colesterol
séricos das pacientes em diestro (controles), com HEC e com piometra. Nao foi observada
diferenca significativa (p > 0,05) na analise de varidncia de uma via.

Triglicerideos (mg/dL) Colesterol (mg/dL)
Diestro 82,2 + 38,7 (42,2 — 179,68) 156,45 £47,3 (79 —236)
HEC 93 £47,4 (66,4 —159,4) 140,6 £ 33,6 (101,7—179,21)
Piometra 86,4 + 32,7 (46,9 — 161,7) 199,8 £ 105,1 (111,7 —406,9)

400 -
350 +
300 +
250 ~
200 +
150
100 +

50 ~

O Diestro
= HEC
® Piometra

Fructosamina umol/L

Diestro HEC Piometra

Figura 18. Valores (média + desvio padrao da média) de fructosamina no soro dos grupos
diestro, HEC e piometra. * representa diferenca significativa (p < 0,01) entre os grupos diestro e
piometra. ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey. n=5 — 14.
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As concentragdes de fibrinogénio plasmatico nos grupos experimentais diestro, HEC e
piometra estdo representadas na figura 19. Nao foram verificadas variagdes significativas
(p>0,05) dos valores de fibrinogénio entre os grupos estudados. Porém, os valores de
fibrinogénio nos grupos HEC e piometra foram cerca de 63% e 40%, respectivamente, maiores

que aqueles verificados no grupo diestro.
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w
—

Diestro HEC Piometra

Figura 19. Valores (média + desvio padrao da média) de fibrinogénio plasmatico dos grupos
diestro, HEC e piometra. n =5 — 14.

Teste de Tolerancia a Glicose Intra-Venosa IVGTT)

Os resultados de glicemia e de insulinemia basais, e os valores observados nos tempos
de IVGTT avaliados foram analisados por meio da andlise de variancia com medidas repetidas e
comparacao por contrastes. Na figura 20 estdo representados os valores de glicose plasmatica

basal e durante o IVGTT em cadelas em diestro, HEC e piometra. Nao foram verificadas
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diferencas significativas dos valores de glicose plasmatica basais entre os trés grupos

experimentais estudados.

Contudo, observou-se diferenca significativa entre os grupos HEC e piometra em
comparacao ao grupo diestro nos tempos 30 (p < 0,001), 45 (p = 0,002) e 60 (p = 0,026)
minutos de IVGTT. Nos tempos 7 (p = 0,043) e 30 (0,019) minutos foram constatadas
diferencas significativas entre os grupos HEC e piometra (Figura 20). Com respeito a
insulinemia ao longo do IVGTT; a interagdo dos fatores tempo mais grupo nao foi significativa
(p = 0,073), sendo significativo somente o fator grupo (diestro vs. Piometra, p < 0,0001)
(Figura 21) com valores mais elevados de insulinemia nas pacientes com piometra nos tempos

de IVGTT estudados.

As Figuras 22 a e b representam os valores dos indices de atividade de células 3
(HOMA B) e de resisténcia a insulina (HOMA R), calculados com base nos resultados de
glicemia e insulinemia basais. No grupo piometra, o indice HOMA B apresentou um aumento
significativo (p = 0,038) em relagdo ao grupo diestro pelo teste de Mann-Whitney. Da mesma
forma o indice HOMA R de resisténcia a insulina apresentou uma diferenca significativa pelo

teste t de Student (p = 0,029) entre o grupo piometra e o grupo diestro.

Também foi calculada a relagdo entre a resposta glicEmica e insulinica aos 5 minutos
do IVGTT (Alns/AGli) (Figura 23). As pacientes com piometra apresentaram um Alns/AGli aos
5 minutos de IVGTT significativamente maior (p = 0,023) que aquelas do grupo diestro, quando

analisadas pelo teste t de Student.
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Figura 20. Valores médios de glicemia nos grupos diestro, HEC e piometra ao longo do

IVGTT. * representa diferenca significativa (p < 0,05) entre HEC e piometra. * representa

diferenca significativa entre HEC e piometra com relagdo ao grupo diestro (analise de variancia

para medidas repetidas com comparagao de contrastes).
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Figura 21. Valores médios de insulinemia obtidos nos grupos diestro e piometra ao longo do
IVGTT. * representa diferenca significativa (p < 0,05) entre o grupo piometra e o grupo diestro
(andlise de variancia para medidas repetidas com comparagdo de contrastes).
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Figura 22a. Medianas, amplitude interquartil e percentis 10 e 90% do aumento no indice
HOMA B em relacdo ao basal (grupo anestro = 1) dos grupos diestro e piometra. * representa
diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Mann-Whitney. Figura 22b. Medianas,
amplitude interquartil e percentis 10 e 90% do indice HOMA R dos grupos diestro e piometra. *
representa diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste t de Student.
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Figura 23. Medianas, amplitude interquartil e percentis 10 e 90% do Alns/AGli aos 5 minutos
de IVGTT dos grupos diestro e piometra. * representa diferenga significativa (p < 0,05) pelo
teste t de Student.

Ainda com base nas concentragdes de glicose e de insulina no tempo zero do IVGTT
(jejum), foram calculados os indices insulinogénico e a relacdo insulina/glicose corrigida.
Segundo Kogika et al. (2001), considera-se o paciente com hiperinsulinemia relativa, quando o
indice insulinogénico ultrapassar o valor de 0,235 e a relacdo insulina/glicose corrigida passar
de 30. A tabela 10 apresenta as médias, desvio padrdo e intervalo dos indices calculados.
Ambos indices apresentaram-se bons indicadores de resisténcia a insulina (p = 0,032 ¢ p = 0,03
respectivamente), apresentando valores significativamente maiores no grupo piometra em

comparagao ao grupo diestro pelo teste t de Student.
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Tabela 10. M¢édias, desvio padrio e intervalo do indice insulinogénico e da relagao
insulina/glicose corrigida.

Indice Insulinogénico* Relacao Ins / Gli Corrigida**
Diestro 0,250 £ 0,12 (0,131 - 0,418) 39,1 £22,04 (19,37 — 80,8)
Piometra 0,504 + 0,24 (0,162 —0,805)" 78,35 + 36,46 (25,09 — 122,9)"

* valor de referéncia: aumentado > 0,235.** valor de referéncia: aumentado > 30. * diferenca
significativa em relacdo ao grupo diestro (p < 0,05).

Correlacgoes de Pearson e Odds ratio

Frente a diferenca significativa entre idade e peso das pacientes com piometra em
comparagdo as pacientes em diestro; foi determinada a correlacdo linear de Pearson entre
leucograma, idade e peso e os indices de sensibilidade a insulina calculados a partir dos
resultados do IVGTT. A correlagdo entre os fatores de confusdo leucograma, idade e peso
também foi determinada. A tabela 11 apresenta os valores de 1%, r de Pearson e valor do p das
correlagdes realizadas. O leucograma foi a variavel que melhor se relacionou com os indices de
sensibilidade a insulina, sendo significativa a correlagdo (p < 0,05) para HOMA R, Alns/AGli
aos 5 minutos de IVGTT, indice insulinogénico e relagdo insulina/glicose corrigida. A variavel
peso sO apresentou correlagdo com o HOMA R; enquanto a idade apresentou correlacdo
somente com o HOMA B. Nao foi observada correlagdo significativa entre leucograma, peso ou

idade (p > 0,05).

A partir das diferengas observadas entre os indices de sensibilidade a insulina foi

calculada a razdo de chances (0dds ratio — OR) das pacientes com piometra (fator de exposi¢do)
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apresentarem resisténcia a insulina (evento) em comparagdo as pacientes em diestro (grupo nao
exposto) sendo possivel a determinagdo do OR médio (tabela 12). Para o célculo do OR dos
indices HOMA B e HOMA R foram considerados como resistentes as pacientes com valor
superior a media do grupo anestro mais dois desvios padrdo. Para calculo do OR dos indices
Alns/AGli aos 5 minutos de IVGTT, indice insulinogénico e relagdo insulina/glicose corrigida
foram adotados os pontos de corte descritos nos trabalhos originais (i.e., < 54 para Alns/AGli
aos 5 minutos de IVGTT; > 0,235 para indice insulinogénico e > 30 para relagdo
insulina/glicose corrigida — OMORI et al., 1992; KOGIKA et al.,, 2001; FELDMAN &
NELSON, 2004). Contudo para calculo do OR médio ndo foi considerado o parametro
Alns/AGli aos 5 minutos de IVGTT. Para cada OR foi calculado o intervalo de confianga 95%
(IC 95%), sendo que para o OR médio, também foi calculado o intervalo de confianca 99% (IC

99%).

Apesar dos elevados OR calculados para os indices de sensibilidade a insulina, HOMA
B, HOMA R, indice insulinogénico e relagdo insulina/glicose corrigida, terem apresentando
nulidade de associagao (IC 95% passando pelo valor 1 = trivial); o calculo do OR médio (7,58)
apresentou significancia em ambos niveis (a 0,05 € 0,01). O OR do Alns/AGli aos 5 minutos de

IVGTT apresentou associagdo negativa significativa (OR < 1).
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Tabela 11. Resultados de r?, r de Pearson e valores de p das variaveis de sensibilidade a insulina

correlacionadas aos fatores de confusdo leucograma, idade e peso.

Variaveis correlacionadas r’ r de Pearson Valor de p
Leucograma vs. HOMA B 0,073 0,272 0,346
Leucograma vs. HOMA R 0,502 0,709 <0,01*
Leucograma vs. Alns/AGli 5 min IVGTT 0,305 0,553 0,040*
Leucograma vs. Indice insulinogénico 0,421 0,649 0,012%*
Leucograma vs. Ins/Gli corrigida 0,381 0,618 0,0186*
Idade vs. HOMA B 0,638 0,799 <0,001*
Idade vs. HOMA R 0,244 0,494 0,072
Idade vs. Alns/AGli 5 min IVGTT 0,152 0,390 0,168
Idade vs. Indice insulinogénico 0,145 0,382 0,178
Idade vs. Relagdo Ins/Gli corrigida 0,164 0,406 0,150
Peso vs. HOMA B 0,142 0,378 0,183
Peso vs. HOMA R 0,368 0,607 0,021*
Peso vs. Alns/AGli 5 min IVGTT 0,205 0,453 0,104
Peso vs. Indice insulinogénico 0,172 0,415 0,140
Peso vs. Relacao Ins/Gli corrigida 0,153 0,392 0,166
Peso vs. Leucograma 0,235 0,485 0,078
Peso vs. Idade 0,240 0,490 0,075
Idade vs. Leucograma 0,104 0,324 0,258

* representa diferenca significativa (p < 0,05) para analise de correlagdo de Pearson.
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Tabela 12. Razdo de chances (0dds ratio) e intervalos de confianga de resultados alterados nos
testes de sensibilidade a insulina realizados.

Indice Calculado Odds ratio (Intervalo de Confianca 95%)

HOMA B 5,0 (0,74 — 33,44)

HOMA R 12,0 (0,8—177)

Alns/AGli 5 min IVGTT 0,03 (0,001 —0,6)"

indice insulinogénico 6,66 (0,49 —82,2)

Relacio Ins/Gli corrigida 6,66 (0,49 — 82,2)

OR médio (IC 95% da média) 7,58 (3,84 — 11,32)*

OR médio (IC 99% da média) 7,58 (1,37 — 13,79)**

" representa associagio ndo nula (IC ndo inclui o valor 1). * representa associagdo ndo nula para
um o 95% e 3 gl. ** representa associagdo ndo nula para um alfa de 99% e 3 gl.

Determinac¢ao do Glicogénio Muscular

A Figura 24 representa os valores de glicogénio muscular nos diferentes grupos
experimentais estudados. Nao foram constatadas diferengas significativas na concentragdo de

glicogénio muscular ap6s o IVGTT entre os grupos experimentais diestro, HEC e piometra.
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Figura 24. Medianas, amplitude interquartil e percentis 10 e 90% do glicogénio muscular das
pacientes nos grupos diestro, HEC e piometra. Nao foi observada diferenga significativa pela
ANOVA de uma via (p = 0,465). n =4 a 12 animais por grupo.

Ensaios de Ligacao da 15l Insulina em Presenca de Diferentes Concentracoes de Insulina
Humana

Os ensaios de ligacdao da '2I_Insulina em presenca de concentracdes crescentes de
insulina ndo marcada evidenciou, por meio da andlise de saturagdo com hormonio ndo marcado
com o programa Kell for Windows, sitios de ligagdo a insulina de alta e baixa afinidade. A
constante de dissociagdo destes sitios (Kds) serdo aqui referidos como Kd 1 e Kd 2,
respectivamente. A capacidade maxima de ligagdo destes sitios também foi determinada sendo

aqui referida como Bmax 1 e Bmax 2. Os valores de Kd e Bmax para os sitios de alta afinidade
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foram expressos em fM/mg de proteina, enquanto que para os sitios de baixa afinidade; os

valores de Kd e Bmax foram expressos em pM/mg de proteina.

A figura 25 apresenta as curvas de inibigio competitiva da ligagio de '*’I-insulina em
membranas de musculo esquelético, pelo aumento da concentragdo de insulina humana nao
marcada. As figuras 26 a e b apresentam as curvas de Scatchard elaboradas a partir das curvas
de competicio entre '“’I-insulina e insulina humana nio marcada em tecido muscular das
pacientes em diestro e com piometra. A relagdo da insulina ligada/livre (Bound/Free — B/F) foi
representada graficamente contra a quantidade de insulina ligada (Bound — B) por pM de
proteina. A relagdo curvilinea observada nestes graficos demonstra a presenga de sitios de alta e

baixa afinidade.

A tabela 13 representa os resultados obtidos de Kd e Bmax para cada sitio de ligacao a
insulina em tecido muscular de cadelas nas diferentes em diestro ou com piometra. As pacientes
com piometra apresentaram o Kd 1 quase trés vezes maior que aquele encontrado em pacientes
em diestro (p = 0,004). Apesar da observacao de maiores valores de Bmax 1 nas pacientes com
piometra ¢ de maiores valores de Bmax 2 nas pacientes em diestro; estas diferengas ndo foram
significativas (p = 0,158 e p = 0,092 respectivamente). Quanto aos valores de Kd 2 nao foram
observadas diferencas significativas entre os dois grupos (p = 0,970). Todos os parametros

foram analisados através de teste t de Student.
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Figura 25 - Inibi¢io competitiva da ligagdo de '“I-insulina em membranas de musculo
esquelético, pelo aumento da concentragdo de insulina humana ndo marcada. Cada ponto
representa a média de duas preparacdes de membrana em duplicata.
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Figura 25 a e b - Curvas de Scatchard em preparacdes de membrana de tecido muscular
esquelético de fémeas caninas durante o diestro e em fémeas com piometra. Cada ponto
representa a média de duas preparagdes de membrana em duplicata. Curvas representativas dos
grupos diestro (a) e piometra (b).

Tabela 13. Média e desvio padrao dos valores de Kd (constante de dissociagdo) dos sitios de
ligacdo da insulina de alta (Kd 1) e de baixa (Kd 2) afinidade e a capacidade de ligagdo maxima
destes sitios (Bmax 1 e Bmax 2) nas pacientes em diestro ou com piometra.

Kd1 Bmax 1 Kd 2 Bmax 2
(fM/mg ptn) (fM/mg ptn) (pM/mg ptn) (pM/mg ptn)
Diestro 15,56 + 3,88 1,24 £ 0,24 18,56 + 7,36 0,77 £0,37
Piometra 41,04 £16,95%* 2,09 £ 1,35 18,37+ 11,8 0,49 +£0,23

* Representa diferenca significativa (p < 0,01) em relagdo ao grupo controle (diestro) pelo teste
t de Student. n = 8 animais por grupo.
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Fosforilagido do Substrato Sintético Poly (Glu,Tyr 4:1)

A Figura 27 representa os resultados de fosforilagdo basal nas preparagdes de
membrana de musculo de cadelas em diestro ou com piometra. Os resultados de fosforilagao do
substrato sintético Poly (Glu, Tyr 4:1) ndo apresentaram diferengas significativas, por meio de

teste t de Student, entre as pacientes em diestro e as pacientes com piometra.
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Figura 27. Médias e desvio padrao dos valores de fosforilagao do substrato sintético Poly (Glu,
Tyr 4:1) em preparagdes de membrana de tecido muscular esquelético de pacientes em diestro
ou com piometra. n = 6 animais por grupo.
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DISCUSSAO

A maior incidéncia do complexo HEC-P por volta dos 9 anos de idade e a maior
predisposic¢ao de certas ragas a doenga; como o Rottweiller, o Pastor Alemao e o Collie (ragas
do grupo HEC ou piometra) justificam a diferenca significativa observada entre a idade e os
pesos das pacientes dos grupos HEC e piometra quando comparados aqueles do grupo controle
diestro (NISKANEN & THRUSFIELD, 1998). A diferenca significativa na idade e no peso das
pacientes do grupo HEC-P poderia representar fatores de confusdo na interpretacdo dos
resultados. Primeiramente, pode-se esperar uma menor sensibilidade a insulina em pacientes
mais idosas (FELDMAN & NELSON, 2004), assim como em pacientes com maior peso,
representando maior porte das pacientes (uma vez que para serem admitidas no estudo a
condicao eutrofica foi um critério de inclusdo). Caes de grande porte apresentam maior secre¢ao
do hormoénio GH durante o crescimento (FAVIER et al., 2001) e também maior concentragao de
somatotrofos na hipofise (KROOK et al., 1960). A analise da correlagdo de Pearson entre as
variaveis, idade, peso e leucograma (indicador de estado inflamatorio) ndo foi significativa (r <

0,5; p>0,05).

Também como critério de inclusdo nos grupos HEC e piometra, foi adotada a presenca
de leucocitose como um indicador de processo inflamatorio/infeccioso (THRALL, 2004).
Feldman & Nelson (2004) salientam o potencial de resisténcia a insulina frente a qualquer
moléstia inflamatoria, infecciosa, hormonal ou neoplasica. A ocorréncia do complexo HEC-P
atende a todas estas condicdes; exceto a de moléstia neoplasica. Contudo, estes animais

apresentam hiperplasia endometrial (ARORA, et al., 2006; SMITH, 2006). O fibrinogénio
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plasmatico ¢ considerado uma proteina de fase aguda, cuja concentragcdo plasmatica aumenta
frente a um processo inflamatério (THRALL, 2004). No presente estudo, ndo foram constatas
diferengas significativas nas concentragcdes do fibrinogénio plasmatico entre os grupos
experimentais estudados, apesar de valores acima do limite de referéncia (2-4 g/L) terem sido

evidenciados nas pacientes dos grupos HEC e piometra.

A diferenciag¢do entre o quadro de HEC e de piometra pode ser estabelecida pelo o
hemograma, os sinais clinicos e a determinacdo da proteina C reativa; com até 97% de
seguranga (FRANSSON et al., 2004). No presente estudo a diferenciagdo entre estes dois
quadros patoldgicos (HEC e piometra) foi feita de acordo com critérios definidos por Dow
(1959a,b), que distinguiu quatro estagios histopatologicos do complexo HEC-P. Os estagios I
(HEC nao complicada) e II (HEC com infiltrado plasmocitario) foram considerados como HEC.
Os estagios III (HEC com endometrite aguda) e IV (HEC com endometrite cronica) foram
considerados como piometra. A analise da apresentagdo clinica das pacientes, respostas a terapia
e as provas de sensibilidade a insulina, risco anestésico ou mesmo resposta do hemograma e do
fibrinogénio plasmatico ndo foram uteis para a diferenciacdo entre o complexo HEC e P; assim

foi adotado como critério na separac¢ao dos grupos a histologia do utero.

A sindrome sepse representa um espectro de alteracdes patofisiologicas que resultam
de uma resposta inflamatdria exuberante pelo hospedeiro em resposta a um evento estimulador
especifico (BLACKWELL & CHRISTMAN, 1996; DAS, 2003a). A inflamagdo apresenta um
papel fundamental no processo de morte dos patdgenos ao criar um ambiente hostil via

producao de moléculas oxidantes e ativagdo dos linfocitos B e T (GRIMBLE, 2002). O quadro
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clinico da sindrome sepse pode variar de alteragdes fisiologicas moderadas a severa disfungao
multipla de o6rgdos e a morte (BLACKWELL & CHRISTMAN, 1996). Durante uma resposta
inflamatoéria aguda ocorre uma alteragdo metabolica de forma a permitir uma maior aporte de
nutrientes para o sistema imunoldgico (SI). Assim, a presenca de um estado de resisténcia a
insulina moderado, promove uma menor captagdo de glicose pelos tecidos muscular e adiposo,
favorecendo a utilizacdo da glicose pelo SI. Da mesma forma, hd uma tendéncia a hiperlipemia,
especialmente hipertrigliceridemia (GRIMBLE, 2002). Citocinas pro-inflamatorias como a IL-
1, IL-6, TNF-a medeiam o aumento nos lipideos, estimulam a gliconeogénese e a producao de
hormoénios diabetogénicos e reduzem a sensibilidade a insulina (BLACKWELL &

CHRISTMAN, 1996; GRIMBLE, 2002; DAS, 2003a).

Basso et al. (2006) evidenciaram que 54% das pacientes com piometra avaliadas
apresentavam pelo menos dois sinais de cardinais de sepse; como leucocitose ou leucopenia,
taquicardia, taquipnéia e hipo ou hipertermia. Todas as pacientes dos grupos HEC ou piometra
do presente estudo apresentaram pelo menos dois destes sinais. Contudo; nao foi observada
correlacdo entre o estado inflamatorio/infeccioso das pacientes com HEC-P, e aumento

significativo nos parametros de lipemia avaliados.

A determinagdo do colesterol sérico aproximou-se da significancia (p = 0,09), o que
deixa margem para discussao se uma possivel diferenga ndo poderia ter sido observada se fosse
verificado o colesterol LDL e HDL, separadamente. Das (2003a) reporta a ocorréncia de
menores valores de colesterol HDL e maiores valores de VLDL, LDL, triglicerideos, glicerol e

acidos graxos livres em pacientes humanos com sepse quando comparados aos controles
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saudaveis. A principal lipoproteina nos cides ¢ a HDL (BAILHACHE et al., 2003). Eventuais
reducdes na sua concentracdo dificilmente teriam as mesmas repercussoes observadas em
humanos; como por exemplo, aterosclerose e maior risco cardiovascular; comumente associados

a resisténcia a insulina e aos quadros inflamatdrios/sépticos cronicos (GRIMBLE, 2002).

A redugdo significativa de captagcdo de glicose promovido pelo estado inflamatorio
aumenta os valores de glicemia (DAS, 2003a). Maiores valores de HbAlc também ja foram
detectados em pacientes humanos sofrendo de quadros inflamatorios cronicos (GRIMBLE,
2002). A fructosamina, utilizada como um indicador das flutuagdes glicémica de curto prazo,
representando a glicemia média das ultimas semanas (+ 2 semanas), vem cada vez mais sendo
utilizada para diagnostico e monitoramento glicémico em caes (LOSTE & MARCA, 2001).
Contudo; neste estudo observa-se valores de fructosaminemia significativamente menores nas
pacientes com piometra, quando comparado aqueles encontrados em fémeas com HEC ou em
diestro. A provavel explicagdo para esse achado reside no fato de que a fructosamina deriva das
proteinas séricas em especial da albumina (JENSEN, 1995). A concentragdo de fructosamina
deve ser avaliada juntamente com a concentra¢do plasmatica total de proteinas e de albumina
em especial, uma vez que a hipoproteinemia e a hipoalbuminemia podem facilmente provocar

valores reduzidos de fructosamina (LOSTE & MARCA, 1999).

Apesar de no presente estudo ndo termos detectado diferencas significativas dos
valores de proteina total (dados ndo apresentados), entre os grupos diestro, HEC e piometra,
acredita-se que as fémeas com piometra apresentaram, frente a intensa reagao inflamatoria, um

aumento da sintese e liberacao de globulinas. A redugdo na sintese de albumina em decorréncia
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da maior sintese de globulinas, com objetivo de manutengao do equilibrio osmoético do liquido
intra-vascular, pode ter promovido um estado de hipoalbuminemia, o qual justificaria os valores
mais baixos de fructosamina no grupo piometra (KANEKO et al., 1997). O catabolismo
protéico geralmente presente em quadros sépticos (GRIMBLE, 2002), levaria a redugdo na
sintese de proteinas plasmatica e consequentemente reduziria a formagao de fructosamina no

plasma (THRALL, 2004).

De fato, ndo foi detectada diferenca significativa na concentragdo de glicose
plasmatica entre as pacientes em diestro ou em HEC-P. A ocorréncia de hiperglicemia nas fases
iniciais da sindrome sepse, assim como a hipoglicemia, caracteristica da fase final de um quadro
séptico (DAS, 2003a) ndo foram observadas neste estudo. A significativa diferenca de idade
entre as pacientes também nao influenciou nos valores de glicemia basal, de acordo com
achados de Faria et al. (2005). No entanto, a resposta glicémica das pacientes com HEC ou
piometra ao desafio com glicose foi significativamente diferente das pacientes em diestro,
evidenciando intolerdncia a glicose. A intolerancia a glicose foi mais evidente no grupo
piometra que no grupo HEC; especialmente nos tempos 7 e 30 minutos de IVGTT,
possivelmente, por alteracdes na primeira e na segunda fase de secrecdo de insulina. A
insulinemia foi mensurada somente nas pacientes com piometra. A concentracdo de insulina
circulante basal e durante o IVGTT foi significativamente maior nas cadelas com piometra,
quando comparadas aquelas verificadas nas cadelas em diestro. Esse padrdo de resposta
evidencia ndo s6 o processo de intolerancia a glicose, mas principalmente um quadro de

resisténcia a insulina em decorréncia do quadro infeccioso/inflamatorio.
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Das (2003a) sugere que a resisténcia a insulina presente em quadros sépticos
possivelmente seja em decorréncia de citocinas como por exemplo a IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a;
resultando em menor captagdo de glicose para os tecidos. A captagdo de glicose no tecido
muscular durante a sepse deve-se em parte a uma maior expressdo de GLUT-1, e a glicose
captada ¢ preferencialmente metabolizada a lactato; motivo pelo qual ¢ comum ocorréncia de
hiperlactatemia, hiperglicemia e hiperinsulinemia em pacientes com sepse (DAS, 2003a).
Paradoxalmente, a reducgdo da sensibilidade a insulina, que contribui para o processo patologico,
pode apresentar um efeito benéfico na resposta a infeccdo e a injuria. Este estado de menor
sensibilidade a insulina permite que o SI utilize esta glicose ndo captada, uma vez que nao
depende deste hormonio para captagao de glicose (BESEDOVSKY & DEL REY, 1990). Além
do mais, a secre¢do dos hormoénios contra-reguladores a insulina aumenta o catabolismo
protéico e modulam as agdes anabolicas e anti-catabdlicas da insulina sobre o metabolismo

intermedidrio (GRIMBLE, 2002; DAS, 2003a).

Diversos mecanismos para a resisténcia insulinica presente em quadros
inflamatorios/sépticos ja foram descritos (GRIMBLE, 2002; DAS 2003a,b; KIM et al., 2005;
HE et al., 2006; JAGER et al. 2006). Alguns destes mecanismos puderam ser avaliados neste
estudo. A avaliagdo dos indices de sensibilidade a insulina HOMA R, indice insulinogénico e
relagdo insulina/glicose corrigida foram eficazes na demonstracdo de um estado significativo de

resisténcia a insulina frente a condigdo piometra em comparagao ao grupo diestro.

Apesar da auséncia de valores de referéncia em caes para fins de comparagdo dos

indices HOMA R e HOMA B prejudicar a andlise do quadro de resposta insulinica as variagdes
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glicémicas (OLIVEIRA et al., 2005), neste trabalho ficou claro a presenga de uma resisténcia a
insulina (HOMA R) associada a uma maior atividade das células § (HOMA B) em pacientes
com piometra (MATTHEWS et al., 1985). Katz et al. (2000) demonstraram a validade da
utilizagdo do indice HOMA em substitui¢do ao uso do clamp euglicemico hiperinsulinemico.
De acordo com esta observacgao, a interpretacao do Alns/AGli aos 5 minutos de IVGTT (Omori
et al., 1991) evidencia que as pacientes com piometra apresentam uma resposta esperada de
secrecdo de insulina; especialmente quando comparadas as pacientes em diestro que
apresentaram uma maior tendéncia a menor liberagdo de insulina, como evidenciado nos

resultados do capitulo anterior.

O odds ratio médio, calculado para as alteragdes nos indices de sensibilidade a
insulina utilizados neste trabalho, evidenciou que as pacientes com piometra apresentam 7,58
vezes mais chances de desenvolverem resisténcia a insulina quando comparadas a fémeas em

diestro.

Segundo diversos autores (Maedler et al., 2002; Das 2003a; Wachlin et al., 2003;
Ohaha-Imaizumi et al., 2004; Steer et al., 2006) em quadros sépticos ocorreria menor secre¢cao
de insulina devido ao aumento, principalmente, na concentracdo de IL-1. Este mecanismo de
hipo-secrecdo das células beta e estimulo a necrose em presenga de IL-1 sdo semelhantes
aqueles envolvidos na etiopatogénese do diabetes tipo I (MAEDLER et al., 2002; OHAHA-
IMAIZUMI et al., 2004; STEER et al., 2006). Contrariamente, neste trabalho foi observado em
pacientes com piometra um aumento na secrecdo de insulina e uma resisténcia periférica a

insulina, contudo, os valores de IL-1 ndo foram dosados nestas pacientes. Assim, a resisténcia a
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insulina associada a uma maior resposta das células 8, podem levar a exaustdo da produgao de
insulina e ao estabelecimento de um quadro de DM, especialmente, em pacientes com outros
fatores de risco associados; como idade avangada, diestro, alimentacdo desequilibrada e

predisposicdo genética (RAND et al., 2004).

Uma grande discussdo envolve o uso de insulina em quadros sépticos ndo somente
para estabilizar os niveis glicémicos, mas com o objetivo de suprimir a sintese de MIF, TNF,
IL-1, IL-6 e de radicais livres e aumentar a producao de interleucinas anti-inflamatdrias como
IL-10 e IL-4 que, sabidamente, sdo os efeitos anti-inflamatérios deste hormonio (KOGIKA et
al., 2001; DAS, 2003a,b). Kogika et al. (2001) ressaltam que em quadros sépticos é necessaria
uma avaliacdo cautelosa antes da indica¢do de terapia insulinica, que deve ser restrita aos
pacientes com resisténcia periférica a agcdo do hormdnio ou aqueles com reducdo na
concentracao sérica de insulina; uma vez que muitos pacientes apresentam-se hipoglicemicos ou
hiperinsulin€micos durante as fases mais avangadas de um quadro séptico. No caso das
pacientes com piometra, o uso de solucdes glicosadas para fluidoterapia destas pacientes,
procedimento de uso corrente na rotina hospitalar, também deve ser visto com cautela devido a
resisténcia insulinica muitas vezes presentes nessa pacientes. Quando possivel o uso da insulina
corrige a hiperglicemia induzida por estresse, melhora a funcdo do miocardio (DAS, 2003a) e
modula o processo inflamatério (DAS, 2003b), o que suporta o uso clinico de insulina, com ou

sem potassio.

A idade e o peso médio das pacientes com HEC-P foram superiores aqueles

verificados nas pacientes do grupo diestro. A determinag¢do de qual fator, piometra, idade ou
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peso, foi importante para a explicagdo da ocorréncia da resisténcia a insulina em pacientes com
piometra, foi realizada pela andlise de correlacdo de Pearson. Esta ferramenta evidenciou que o
leucograma apresentou correlagdo significativa com os indices HOMA R, Alns/AGli aos 5
minutos de IVGTT, indice insulinogénico e relagdo insulina/glicose corrigida. A idade
apresentou correlacdo significativa somente com o HOMA B, enquanto o peso apresentou
correlacdo significativa somente com o HOMA R. Desta forma, pode-se assumir que a maior
idade e o maior peso das pacientes com piometra pouco influenciou o quadro de resisténcia a
insulina, sendo o prinicipal determinante desta resisténcia a insulina o quadro piometra;

caracterizado pelos elevados valores de leucograma.

Na literatura consultada foram encontrados somente dois artigos que correlacionaram
piometra 8 DM. Krook et al., (1960), revisando arquivos de 10.993 necropsias no periodo de
1930 a 1957, evidenciaram 487 casos de piometra e 167 casos de diabetes. Os autores
encontraram 5 casos onde co-existiram a condi¢do piometra e diabetes; apesar de julgarem que
esta associacdao provavelmente ¢ maior, pois somente a analise dos arquivos de necropsia nao
permitiu a adequada identificagdo de mais casos de diabetes. Klinkenberg et al. (2006) sugerem
a castracdo como um procedimento protetor contra o desenvolvimento de diabetes e para evitar
ocorréncia de piometra, apesar de ndo terem identificado casos de piometra antes do

desenvolvimento de diabetes nos casos estudados em seu trabalho.

Poppl & Gonzalez (2005) relataram um caso de diagndstico conjunto de diabetes e de
piometra, marcado por politria, polidipsia, hiperglicemia e glicosuria. A castragdo da paciente

ndo reverteu os sintomas de diabetes, assim, a terapia insulinica foi instituinda para o controle a
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longo prazo da glicemia da paciente (DMID). Poppl et al. (2005) relataram a ocorréncia de
diabetes mellitus hiperosmolar nao cetésico (DMHNC) em uma paciente diabética ndo castrada
que veio a desenvolver piometra. O DMHNC ¢ uma condi¢ao de extrema resisténcia a insulina
(CAMPOS et al., 2003), possivelmente, em decorréncia do quadro séptico e agravado pela fase

do diestro.

O estudo de Krook et al. (1960) evidenciou uma associa¢dao significativa entre
obesidade, diabetes e piometra; o que eles denominaram sindrome da diabetes-obesidade-
piometra; uma vez que 79% das pacientes com diabetes e 78% das pacientes com piometra eram
obesas ou apresentavam sobrepeso; no entanto, os autores nao definiram uma rela¢do de causa-
efeito para esta associagdo. Atualmente ¢ conhecido o efeito pré-inflamatério da obesidade,
mediado principalmente pela maior secrecdo de citocinas / hormonios, como o TNF-a e a
leptina, assim como o papel destas adipocitocinas na reduc¢dao da sensibilidade a insulina
(GRIMBLE, 2002). Da mesma forma; a maior inter-conversdo de hormoénios esterdides pelo
tecido adiposo pode estar envolvida na prevaléncia da ocorréncia de piometra nas fémeas com
sobre peso (CORBOULD et al., 2002; COSTA E DUARTE, 2006). Uma maior produgdo de
estrogenos a partir da aromatizagio de androgenos (BELANGER et al., 2006) pode aumentar a
sensibilidade do endométrio a progesterona (DHALIWAL et al., 1999; BOSSCHERE et al.,
2002; VERVERIDIS et al., 2004), o que em dultima analise, poderia estimular o
desenvolvimento de HEC e de piometra (FAYRER-HOSKEN et al., 1992; NISKANEN &

THRUSFIELD, 1998).
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A determinagdo do glicogénio muscular nao foi eficaz em evidenciar prejuizos aos
efeitos intra-celulares da insulina. No entanto menores concentragdes de glicogénio muscular
(valores ndo significativos) foram observadas em pacientes com HEC-P. A resisténcia a insulina
presente nestas pacientes pode explicar estes valores reduzidos de glicogénio, pois a insulina
estimula a sintese do glicogénio ativando a enzima glicogénio sintase e impede a glicogendlise

via inibi¢do da enzima glicogénio fosforilase (NEWSHOLME & DIMITRIADIS, 2001).

No primeiro capitulo deste trabalho foi demonstrado, pelo aumento significativo no Kd
nos sitios de ligacdo a insulina de alta afinidade, que pacientes em diestro apresentam uma
reducdo importante na afinidade entre a insulina e o IR. O aumento compensatério na
capacidade total de ligacdo (Bmax) desses sitios foi capaz de compensar esta menor afinidade,

motivo pelo qual as provas de sensibilidade a insulina mantiveram-se inalteradas.

Os experimentos de competicio entre 'I-insulina e insulina humana ndo marcada,
com posterior analise dos resultados com o programa Kell / Ligand (MUNSON & RODBARD,
1980; McPHERSON, 1985) evidenciaram que a condi¢ao piometra reduz a afinidade hormonio-
receptor dos sitios de alta afinidade de forma mais severa do que ocorre no diestro (valores de
Kd quase trés vezes maiores que no diestro e 4 vezes maiores que no anestro). No entanto um
aumento compensatorio na capacidade de ligagdo mdxima (Bmax) destes sitios ndo foi
observado, o que resulta em uma resisténcia tecidual a agdo da insulina ainda mais intensa. A
menor capacidade de ligacdo observada para os sitios de baixa afinidade (Bmax 2) nao foi
significativa, assim como observou-se no capitulo anterior deste trabalho onde ndo se encontrou

diferencas significativas entre Bmax e Kds dos sitios de baixa afinidade. Johnston et al. (1991)
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estudando a ligacdo insulina-receptor em tecidos de caes adultos e de filhotes ndo observaram
diferengas nas caracteristicas de ligagdo dos sitios de baixa afinidade. Estes achados sugerem
que os receptores de baixa afinidade e alta capacidade seriam constitutivos. Assim a modulagao

fisiologica dos receptores de insulina seria via receptores de alta afinidade e baixa capacidade.

A resisténcia a insulina nas pacientes com piometra fica clara quando se compara a
curva glicémica destas pacientes com aquelas em diestro (controles), constatando-se uma
reducdo dos valores glicémicos mais lenta. Apds 60 minutos da sobrecarga de glicose eles ainda
acham-se 47% mais elevados que os valores iniciais. Nas cadelas em diestro, o retorno dos
valores glicémicos a valores semelhantes ao tempo 0 ocorre aos 45 minutos apos a injecao de

glicose.

Contudo, frente ao estado séptico/inflamatério das pacientes com piometra, também
ficou evidente uma menor agdo hepatica da insulina através da analise dos valores do HOMA R,
indice insulinogénico e relagdo insulina/glicose corrigida (OLIVEIRA et al., 2005). A analise
destes indices reflete principalmente a agdo da insulina no figado por utilizar no calculo a
mensuragdo de insulinemia e glicemia basal. Estes fatores associados provocaram uma maior
resposta das células B frente ao quadro de resisténcia a insulina; identificado através da analise
da resposta insulinica durante o IVGTT, assim como na avaliacdo dos indices HOMA B e
Alns/AGli aos 5 minutos de IVGTT, o que a longo prazo pode servir como fator desencadeante

de um estado diabético em decorréncia de exaustdo na producao de insulina.

151



Neste trabalho nao foi verificada alteracdo significativa da fosforilagdo do susbstrato
sintético poly (Glu:Tyr) nas pacientes com piometra quando comparadas as cadelas em diestro.
Contudo, alguns trabalhos demonstram que a fosforilagdo do IR e IRS-1 estd reduzida em
quadros sépticos (DAS, 2003a); assim como, a fosforilagdo do IRS-1 em residuos de serina

(KIM et al., 2005) e a menor expressdo do IRS-1 induzida pela IL-1B (JAGER et al., 2006).

Outras causas ja relatadas para as pertubagdes no metabolismo lipidico e da glicose,
observadas nos quadros sépticos sdo: o desenvolvimento de auto-anticorpos contra o IR; efeito
das endotoxinas semelhante a insulina (insulin-like), pertubagdes nas agdes celulares da insulina
pelas endotoxinas e alteracdes no padrao de secrecao da insulina (DAS, 2003a). Nao constam na
literatura consultada trabalhos que tenham avaliado os receptores de insulina ou eventos pos-
receptor em quadros sépticos em caes; como por exemplo, a condigdo HEC-P. Desta forma, este
trabalho pela primeira vez evidéncia que um estado inflamatoério/infeccioso cronico, como a
piometra, ¢ capaz de induzir profundas alteragdes metabodlicas, resultando em resisténcia a
insulina e risco de desenvolvimento de DM em caes. Trabalhos em humanos ja associaram a
ocorréncia de estados inflamatorios/infecciosos cronicos e risco de diabetes (IACOPINO, 2001;

SYRENICZ et al., 20006).

Apesar deste trabalho nao ter avaliado citocinas inflamatdrias, pode-se inferir que o
processo séptico/inflamatério induzido pelos microorganismos intra-uterinos ou toxinas (LPS)
ativam linfocitos T e B para realizarem uma up-regulation de suas respostas imunologicas

(DAS, 2003a). A ativacdo do receptor de LPS ativa o fator nuclear kB (NF-kB), que uma vez

ativado induz a expressdo de moléculas como o TNF-a e IL-1. Também moléculas como o
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proprio TNF-a, IL-1 e IL-6 podem ativar o NF-kB. Esta moléculas estimulam a atividade
citosolica da fosfolipase A, (PLA;), induzindo a liberagao de acido araquidonico e a produgao
de radicais livres e o0xido nitrico livre, os quais apresentam potentes efeitos pro-inflamatdrios
(BLACKWELL & CHRISTMAN, 1996; GRIMBLE, 2002; DAS, 2003a). Os resultados deste
estudo permitem supor que esta resposta intensa, com objetivo de resolver a injuria, através da
criacdo de um micro-ambiente hostil aos patégenos; acabaram gerando um estado de menor
acdo hepatica da insulina e resisténcia muscular ao hormonio, com consequente intolerancia a
glicose e hiperinsulinemia. Os achados deste trabalho evidenciaram no tecido muscular uma
menor afinidade de ligagdo do hormodnio aos receptores de insulina de alta afinidade, nao
acompanhada por uma maior capacidade de ligagdo. Este achado representa um maior risco de

desenvolvimento de diabetes mellitus em pacientes pré-dispostas.
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CONCLUSOES GERAIS

A maior ocorréncia de diabetes durante o diestro nas fémeas caninas parece envolver
uma série de fatores predisponentes, da mesma forma que se observa no diabetes mellitus
gestacional em humanos. A ocorréncia de DM durante o diestro na espécie canina ¢
freqiientemente relacionado ao DMG humano. Os mecanismos citados na literatura para
explicar a maior associagdo entre diestro e diabetes, parecem ndo ocorrer em todas as fémeas no
diestro. A maior producdo de GH pela glandula mamaria estaria mais evidente em pacientes
mais idosas; da mesma forma que a questdo da exposicdo cronica e repetida aos hormonios
diabetogénicos ao longo da vida; motivo pelo qual ¢ maior a incidéncia de diabetes em cadelas
com idade avancada. Como somente uma pequena minoria das cadelas ndo castradas
desenvolve diabetes durante o diestro na idade adulta ou senil, outros fatores de risco podem
estar envolvidos para determinar o inicio do diabetes, como a predisposicao genética, a insulite
imunomediada, a obesidade, a alimentacdo desequilibrada, os distarbios enddcrinos, a
pancreatite cronica, dentre outros. E menos provavel que o diestro per se seja capaz de induzir
diabetes em uma paciente saudavel, e sem pré-disposicdo génica, apesar de prejudicar o

tratamento de pacientes diabéticas sob terapia insulinica.

Nossos resultados demonstraram que as diversas fases do ciclo estral com sua
caracteristicas proprias regulam a sensibilidade a insulina no tecido muscular. A ocorréncia de
estro e de diestro estd associada a uma menor afinidade entre os receptores de insulina de alta
afinidade e o hormonio, bem como menor atividade tirosina quinase. Contudo, a resposta do

sistema a esta menor afinidade e atividade tirosina quinase, foi um aumento na capacidade de
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ligacdo HR no tecido muscular. Esta maior capacidade de ligacdo foi capaz de manter a
tolerancia a glicose e evitar o surgimento de uma resisténcia insulinica severa. Desta forma, um
dos fatores que determinariam o surgimento de uma resisténcia insulinica severa no diestro,
seria o desequilibrio desse mecanismo compensatorio de aumento na capacidade de ligagdo no

tecido muscular.

Este trabalho ¢ o primeiro a avaliar o impacto do complexo hiperplasia endometrial
cistica — piometra, patologia caracteristica da fase do diestro e com pico de incidéncia em
pacientes idosas com cerca de 8 anos de idade, assim como a diabetes, sobre a sensibilidade a
insulina. Na presenca de piometra ficou clara a intensa resisténcia a insulina e intolerancia a
glicose promovida pelo estado inflamatorio / séptico das pacientes. A maior secreg¢ao
pancreatica de insulina na tentativa de vencer a resisténcia ao hormonio e aumentar a captacao
de glicose pelos tecidos ndo ¢ suficiente para evitar a intolerancia a glicose frente ao desafio do
IVGTT. Estas alteracdes observadas devem-se em parte a intensa reducdo na afinidade de
ligacdo hormodnio receptor observada nas pacientes com piometra, sendo esta redugdo ainda
mais intensa que aquela observada durante o estro e o diestro. Entretanto, nos casos de piometra,
esta menor afinidade de ligagcdo nao esteve acompanhada de aumento na capacidade de ligagao
do hormoénio ao receptor no tecido muscular, como observado nas fases de estro e de diestro.
Esta falha em compensar a menor afinidade com aumento na capacidade de ligacao resulta em
maior secre¢do pancreatica de insulina para manter a homeostasia da glicose. Esta maior
secre¢do, a longo prazo, pode resultar em exaustdo das células secretoras de insulina e

estabelecimento do diabetes.
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Estudos com técnicas de biologia molecular poderiam complementar os resultados
deste trabalho, determinando as alteragdes na expressao dos receptores de insulina ao longo do
ciclo estral e na condigdo HEC-P. Também outro evento que deveria ser estudado com mais
profundidade seria o mecanismo de transdu¢do do sinal insulinico em outros tecidos nestes

modelos experimentais.

No entanto, os achados desta dissertacdo chamam atenc¢do e abrem um campo ainda
pouco explorado na medicina veterinaria; as caracteristicas dos receptores de insulina e a
transducdo do sinal insulinico em tecidos de caes ao longo do ciclo estral e em patologias

hormonais.
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ANEXOS

ANEXO 1

ANAMNESE PADRAO PROJETO

Paciente niimero Grupo Fase Ciclo Estral
Proprietario: Telefones:
Idade:
Peso:
Apetite:

Tipo Alimento:

Freqiiéncia refei¢des:

Micgdo/evacuagao:

Cios regulares:

Ultimo cio:

Uso de progestagenos:

Numero de cruzas/gestagoes:

Ambiente (casa/apto):

Atividade diaria (1-5):

Vacinas:

Vermifugagao:

Medicagoes:

Doengas anteriores:

Vomitos/diarréia:

Secre¢des Oculo-nasais, auricular, vaginal:

Tosse/espirros:

Tempo de evolugdo (piometras):

Doengas concomitantes:

Observagoes:

O que motivou a

procura pela castracdo ?
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ANEXO 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
HOSPITAL DE CLINICAS VETERINARIAS

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Avaliacao da sensibilidade a insulina ao longo do ciclo estral e durante a condicio hiperplasia endometrial
cistica — piometra.

As Fémeas da espécie canina apresentam um ciclo reprodutivo chamado de ciclo estral, composto
basicamente de quatro fases: pro-estro (fase onde ha corrimento vaginal sanguinolento e atracdo de machos), estro
(fase onde a fémea aceita o macho), diestro (fase litea do ciclo onde a fémea ndo aceita mais o macho, porém
existe uma atividade hormonal ovariana caracterizada por um aumento na concentra¢cdo do hormdnio Progesterona
na circulagdo) e o anestro (fase de descanso, onde ndo ha atividade hormonal). Em algumas fémeas, durante o
diestro, ha um crescimento exagerado do endométrio (hiperplasia endometrial cistica) de forma a provocar um
acamulo de liquido dentro deste 6rgdo, evoluindo para um acimulo de pus em decorréncia das bactérias
naturalmente presentes no trato genital (piometra).

A diabetes mellitus ¢ uma doencga endodcrina decorrente da deficiéncia de insulina para manter niveis
normais de glicose no sangue. As fémeas caninas, idosas, ndo castradas apresentam uma maior predisposi¢do para
desenvolver esta doenga em decorréncia da progesterona circulante durante o diestro. Esta progesterona promove
um antagonismo a insulina, e cronicamente, pode levar ao estado diabético caso o paciente apresente predisposi¢io
a esta doenca. Doengas inflamatorias, infecciosas, neoplasicas ou endocrinas podem também causar antagonismo a
insulina e predispor o paciente a diabetes mellitus.

Este estudo visa avaliar a sensibilidade a insulina em cadelas em anestro, diestro ou com o complexo
hiperplasia endometrial cistica — piometra. Para tal os pacientes participantes do estudo que forem submetidos a
castragdo (eletiva ou como parte do tratamento para piometra), passardo por uma bateria de avaliagdes composta
por exames de sangue (hemograma, perfil bioquimico), teste de tolerancia intravenoso a glicose, citologia vaginal e
ultrassonografia; antes do procedimento cirtirgico. Durante o ato cirtirgico uma amostra de aproximadamente uma
(01) grama do musculo reto-abdominal serd coletada e congelada em nitrogénio liquido para posterior analise. Os
proprietarios interessados em participar deste projeto, e beneficiar seu animal de estimacdo com este exames
gratuitos necessitam assinar este termo de consentimento informado, cientes de que os custos do procedimento
cirargico ndo serdo cobertos pelo projeto, da mesma forma que ndo havera nenhum custo adicional pela
participagdo neste estudo.

Eu proprietario da paciente raca
idade ficha clinica autorizo a participag¢do do animal acima descrito neste
projeto de pesquisa.

Paciente nimero
Grupo

Proprietario Médico Veterinario

Porto Alegre de de
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