http://dx.doi.org/10.1590/1678-4162-11- e |
Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.2, p.355-361, 2020 M.C. Silva .
https://orcid.org/0000-0003-3455-2
P.P.N.Snoeck

https://orcid.org/0000-0003-4445-8¢

O uso do cloridrato de piridoxina para induzir estro em cadelas
[The use of pyridoxine chloridrate to induce estrus in female dogs]
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RESUMO

Os agonistas dopaminérgicos sdo utilizados para induzir estro em cadelas, pois atuam na sintese e
liberagdo de prolactina. Objetivou-se avaliar o efeito da piridoxina como indutor de estro em cadelas por
agir na neurotransmissdo dopaminérgica. Foram selecionadas 40 cadelas em anestro, divididas em quatro
grupos experimentais, tratadas com 10mg/kg/dia (G1) e 50mg/kg/dia (G2) de cloridrato de piridoxina,
5ug/kg/dia (G3) de cabergolina e grupo controle/placebo (G4) por até 20 dias. Foram realizadas
citologias vaginais a cada 24h para acompanhamento do ciclo estral e analises hormonais (FSH, LH e
PRL) no dia zero e 120h do inicio do tratamento. As cadelas do G3 (100%) manifestaram proestro apds
12 dias de tratamento aproximadamente, tempo inferior aos demais grupos (P<0,05). Apenas uma cadela
do G1 e uma do G2 ficaram gestantes contra oito fémeas do G3 e nenhuma do G4 (P<0,05). As
concentragdes plasmaticas de prolactina foram reduzidas nas fémeas do G2 e G3 (P<0,05). As demais
avaliagbes hormonais ndo sofreram influéncia do tratamento (P>0,05). O cloridrato de piridoxina foi
ineficiente para induzir estro em cadelas, mas foi capaz de suprimir a prolactina, de forma semelhante a
cabergolina, quando utilizado na dose de 50mg/kg/dia.

Palavras-chave: agonista dopaminérgico, anestro, prolactina, vitamina B6
ABSTRACT

Dopaminergic agonists are used to induce estrus in female dogs as they act in the synthesis and release of
prolactin. The objective of this study was to evaluate the effect of pyridoxine as an inducer of estrus by
acting on dopaminergic neurotransmission. A total of 40 female dogs in anestrous were divided into four
experimental groups treated with 10mg/kg/day (G1) and 50mg/kg/day (G2) of pyridoxine hydrochloride,
Sug/kg/day (G3) of cabergoline and control group/placebo (G4) for up to 20 days. Vaginal cytologies
were performed every 24h for follow-up of the estrous cycle and hormonal analyzes (FSH, LH and PRL)
on day zero and 120 hours after the start of treatment. The female dogs from G3 (100%) showed
proestrus after 12 days of treatment, less time than the other groups (P< 0.05). Only one female from G1
and one from G2 were pregnant against eight from G3 and none from G4 (P< 0.05). Plasma
concentrations of prolactin were reduced by treatment in females from G2 and G3 (P< 0.05). The other
hormonal evaluations were not influenced by the treatment (P> 0.05). Pyridoxine chloridrate was
inefficient to induce estrus in female dogs but was able to suppress prolactin when used at a dose of
50mg/kg/day.
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INTRODUCAO

As cadelas domésticas (Canis familiaris) sdo
consideradas monoéstricas ndo sazonais de
ovulacdo espontdnea. Em média, apresentam
dois ciclos ovulatdrios por ano, seguidos por uma
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fase lGtea com duracdo média de dois meses,
mesmo na auséncia de gestacdo (Sokolowski et
al., 1977; Concannon, 2011; Kowalewski, 2017).
O fim da fase luteinica é caracterizado pela perda
da fungdo luteal (lutedlise) e, embora haja
atividade no eixo hipotalamico-hipofisario-
gonadal, a responsividade dos ovarios as
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gonadotrofinas é insuficiente para dar inicio a
um proximo ciclo e o animal apresenta um
estagio de inatividade sexual prolongado
(Concannon, 2011; Kowalewski, 2017). A
inducéo de estro tem sido utilizada como forma
de melhorar a eficiéncia reprodutiva de cadelas.
Os agonistas dopaminérgicos (ADs) sdo
frequentemente usados para reducdo do intervalo
interestro ou para induzir o estro em cadelas com
anestro prolongado, por meio da inibicdo da
sintese e/ou liberacdo de prolactina (PRL)
(Concannon, 1993; Verstegen et al., 1999;
Ajitkumar e Praseeda, 2010; Antonov e
Georgiev, 2015).

A principal funcdo da PRL em mamiferos é
estimular e manter a lactacdo. No entanto, em
cadelas, também possui atividade luteotréfica
(Concannon, 1993) e desempenha um papel
fundamental na fisiopatologia da pseudogestacéo
(Gobello, 2000). Além disso, atua no controle da
funcdo ovariana, regulando os mecanismos de
desencadeamento do estro (Concannon, 2011). A
cabergolina é um agonista dopaminérgico
ergolineo comumente utilizado em cadelas em
diferentes estagios do anestro com o intuito de
reduzir o periodo de inatividade sexual mediado
pela PRL (Onclin e Verstegen, 1997; Verstegen
et al., 1999; Concannon, 1993; Ajitkumar e
Praseeda, 2010; Nak et al., 2012; Shinde et al,
2014, Mogheiseh et al., 2017). Apresenta uma
potente e prolongada atividade redutora de PRL
com alta afinidade por receptores D2 e baixa
afinidade para os receptores de serotonina
(Muller e Nistico, 1989; Rains et al., 1995).
Essas caracteristicas permitem administracdo
uma vez ao dia e com poucos efeitos colaterais,
guando comparada a outros derivados de ergot,
como a bromocriptina e a metergolina (Gobello,
2000; Antonov e Georgiev, 2015).

A administracdo oral de cabergolina na dose de
5ug/kg/dia, durante aproximadamente duas
semanas, pode ser usada para indugdo de estro
em cadelas no anestro, com taxa de concepgéo
satisfatoria para diferentes ragas e grupos etarios
(Verstegen et al., 1999; Ajitkumar e Praseeda,
2010; Nak et al., 2012; Shinde et al., 2014;
Mogheiseh et al., 2017).

O cloridrato de piridoxina (vitamina B6) atua na
sintese e secrecdo de PRL (Papavasiliou et al.,
1972; Foukas, 1973; Marcus, 1975; Delitala et
al., 1976; Mclntosh, 1976) como cofator na
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descarboxilacdo de L-DOPA (levodopa) em
dopamina no hipotadlamo (Delitala et al., 1976;
Bruice, 2006). Estudos realizados com mulheres
lactantes tratadas com 200mg de piridoxina
demonstraram que essa vitamina foi capaz de
reduzir as concentragdes de PRL e suprimir a
lactacdo em 95% dos casos (Foukas, 1973). De
forma semelhante, ratas tratadas com injecdes de
vitamina B6 (50mg) também apresentaram
reducdo nas concentracdes de PRL (Harris et al.,
1978), o que sugere um efeito dopaminérgico da
piridoxina sobre o hipotadlamo (Delitala et al.,
1976). Em cées, a vitamina B6 pode ser utilizada
na dose de 50mg/kg/dia, por até 107 dias, sem
sinais clinicos de toxicidade (Phillips et al.,
1978). Doses mais elevadas (150mg/kg/dia) por
um longo periodo de tratamento (100 a 120 dias)
podem induzir quadros de neurotoxicidade
subaguda, com sintomas de perda proprioceptiva,
envolvendo ambos os lados e membros
anteriores e posteriores, caracterizados por
movimentos rigidos, espasticos e dismétricos
(Hoover e Carlton, 1981).

O efeito da vitamina B6 sobre a supressao de
PRL em cadelas bem como o seu efeito sobre o
ciclo reprodutivo nessa espécie ainda ndo foram
investigados. E possivel que o cloridrato de
piridoxina possua uma atividade dopaminérgica,
influenciando nas concentragdes séricas de PRL
e, dessa forma, possa ser uma alternativa no
auxilio do controle reprodutivo em caes, além de
um agente potencial no tratamento da lactagdo na
pseudociese. Dessa forma, buscou-se investigar o
efeito do cloridrato de piridoxina na restauracdo
de ciclos ovulatérios em cadelas no anestro, bem
como sua influéncia sobre a concentracdo de
prolactina nessa espécie.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas 40 cadelas da raca Bulldog
francés, de dois canis distintos, com manejos
semelhantes e localizados em mesma regido. Os
animais possuiam entre dois e seis anos de idade,
com peso variando entre oito e 12 quilos,
clinicamente saudaveis, vacinados e
vermifugados. Durante o periodo experimental,
0s animais permaneceram alojados em baias com
dois a trés animais, com uma area coletiva de
recreacdo e banho de sol. A alimentacdo era
fornecida duas vezes ao dia, com ragdo comercial
seca (Farmina Pet Foods®), em quantidade
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adequada para manutencdo do peso corporal, €
agua ad libitum.

Os animais foram divididos aleatoriamente em
quatro grupos, cada um com 10 animais em
estagio de anestro intermediario (130-160 dias de
anestro) (Verstegen et al., 1999) e com
concentracdo de progesterona sérica inferior a
Ing/mL. Os farmacos foram administrados
diariamente, por via oral, em forma de capsulas
manipuladas (Vida Animal®), até trés dias ap6s a
manifestacdo do proestro ou por um periodo
méximo de 20 dias. O grupo 1 (G1) recebeu
cloridrato de piridoxina 10mg/kg/dia; o grupo 2
(G2), cloridrato de piridoxina 50mg/kg/dia; o
grupo 3 (G3), cabergolina 5ug/kg/dia; e o grupo
controle (G4), placebo (cdpsulas vazias).

O ciclo estral, durante o periodo de tratamento,
foi acompanhado por meio de citologia vaginal
feita a cada 72h, com o intuito de verificar o
inicio do proestro, seguida de avaliacdes a cada
24h, para identificar o inicio do estro. As cadelas
que responderam a0 tratamento  foram
submetidas a inseminacdo artificial em fundo de
vagina, com sémen fresco (350x10° esptz
progressivamente  mdveis/dose  inseminante),
quando apresentaram o indice de células
superficiais anucleadas superior a 80% (Feldman
e Nelson, 1987). As inseminagBes foram feitas a
cada 48h até o final do estro, definido pela
alteracdo no padrao celular do epitélio vaginal e
pela onda leucocitéria.

O diagndstico de gestagdo por ultrassonografia
foi realizado 25 dias ap6s a primeira
inseminacdo, e as cadelas que apresentaram
prenhez positiva foram acompanhadas até o parto
para registro do tamanho da ninhada. As fémeas
gue ndo responderam ao tratamento foram
acompanhadas, semanalmente, por meio de
citologia vaginal e pela manifestacdo de sintomas
clinicos de estro (secrecdo vaginal sanguinolenta,
edema vulvar e atracdo de machos) para registro
do retorno da ciclicidade e definicdo do intervalo
interestro.

Foram realizadas dosagens de prolactina, LH e
FSH duas horas antes da administracdo dos
farmacos (dia zero) e 120h apds o inicio do
tratamento, a fim de verificar possiveis estimulos
a liberacdo de horménios hipofisarios por
influéncia da piridoxina e/ou da cabergolina,
uma vez que podem ocorrer alteragBes nas
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concentracdes de prolactina a partir de 48h apds
administracdo oral de cabergolina (Verstegen et
al., 1999). As analises foram realizadas no
Instituto de Diagndstico Animal (IDAN®), com a
utilizacdo do método de quimioluminescéncia
para avaliacbes de PRL, LH e FSH, e
radioimunoensaio para analise de progesterona,
realizadas na selecdo dos animais para formacéao
dos grupos experimentais. As amostras de
sangue (5mL) foram obtidas por puncdo venosa
jugular em tubos de coleta de sangue a vacuo,
com ativador de codgulo, centrifugadas a
3000rpm durante sete minutos. Aliquotas dessas
amostras foram colocadas em tubos de
microcentrifuga (500uL) e armazenadas a -20°C
até a realizacdo das andlises.

Para comparacédo dentro de um mesmo grupo, foi
aplicado o teste de W.ilcoxon para dados
pareados. Para comparagbes antes e depois de
cada tratamento entre os grupos, foi aplicado o
teste de Kruskal-Wallis. Ja para avaliar as
informacdes relativas ao efeito do tratamento, foi
aplicado o teste de Kruskal-Wallis com
desdobramentos via compara¢fes multiplas de
Dunn em varidveis quantitativas, bem como o
teste exato de Fisher para independéncia entre
varigveis qualitativas (Milone, 2004; Lehmann e
D’ Abrera, 2006). As variaveis hormonais foram
comparadas por meio de média, desvio- padréo e
via teste de hipdtese, ao nivel de significancia de
P<0,05. Este projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica da Universidade Estadual de Santa Cruz
(Ceua-UESC), sob o n°. 036/2015.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As cadelas tratadas com cabergolina (G3)
manifestaram proestro apés 12,3+1,7 dias de
administracdo do farmaco, tempo inferior ao
necessario para o inicio do proestro nas cadelas
dos demais grupos (P<0,05). Todas as fémeas do
G3 apresentaram alteragdo no padrdo celular na
citologia vaginal esfoliativa, com aumento
gradativo de células intermediarias pequenas e
grandes. Também houve alteragdes fisicas e/ou
comportamentais, como hipertrofia e turgidez da
vulva, descarga serossanguinolenta e atracdo de
machos, em todas as cadelas tratadas com
cabergolina. As fémeas dos demais grupos
experimentais sofreram variada influéncia na
interrupgdo do repouso sexual, com duas do G1
(10mg de B6/kg/dia), trés do G2 (50mg de
B6/kg/dia) e uma do G4 (placebo) manifestando
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proestro/estro durante o periodo de tratamento,
sendo que dessas apenas uma cadela do G1 e
uma cadela do G2 apresentaram prenhez positiva
(P<0,05).

Diversos fatores podem ter contribuido para a
restauracdo do ciclo estral nas cadelas tratadas
com piridoxina e placebo. E possivel que a
proximidade com outras fémeas em estro
(feroménios naturais) tenha colaborado para a
interrupcdo do anestro por meio de estimulos
sensoriais ou por interacdes sociais de
dominédncia entre os grupos de fémeas na
presenca do macho (Verstegen et al., 1999;
Concannon, 2011). Além disso, o periodo
correspondente ao anestro canino pode variar de
60 a 300 dias entre cadelas ou, até mesmo, para a
mesma cadela em ciclos distintos (Sokolowski et
al., 1977; Concannon, 1993; Concannon, 2011).
As cadelas do experimento encontravam-se em
anestro intermediario (130-160 dias de anestro),

periodo em que algumas fémeas podem
interromper naturalmente o repouso sexual
(Verstegen et al., 1999; Concannon, 2011).

A duracdo do periodo de proestro e do estro nao
variou entre as fémeas de grupos experimentais
distintos. No entanto, a cabergolina (G3) foi o
Unico tratamento capaz de interferir 100% na
atividade reprodutiva das cadelas (10 cadelas
tratadas e 10 cadelas no estro), possibilitando o
retorno a ciclicidade com 80% de prenhez
positiva e 37 filhotes nascidos no total. O
protocolo de tratamento com carbegolina
5ug/kg/dia demonstrou ser viavel para inducdo
de cios férteis em cadelas no anestro
intermediario (130-160 dias de anestro), com
custo médio do tratamento de 80,00 reais por
animal com peso médio de 9,2kg (Tab. 1). O
custo médio do tratamento com 10 e
50mg/kg/dia de cloridrato de piridoxina ficou
25,60 e 38,10 reais por animal, respectivamente.

Tabela 1. Pardmetros reprodutivos associados & administracdo de cloridrato de piridoxina (10mg de
B6/kg/dia ou 50mg de B6/kg/dia) ou cabergolina (5ug/kg/dia) em cadelas no anestro (130-160 dias de

anestro)
Parametros Tratamento

G1 G2 G3 G4
Animais que responderam ao 2/10% 3/10° 10/10° 1/10°
tratamento (n)
Inicio do proestro (dias) 19,9+0,3% 19,8+0,4% 12,3+1,7° 20+0.0°
Duracéo do proestro (dias) 7,5+0,7 7,7+0,6 6,4+0,7 8,0
Duracéo do estro (dias) 8,5+0,7 9,3+0,6 7,9+0,6 9,0
Cadelas gestantes (n) 1° 1° 8° 0°
Total de filhotes (n) 4? 3 37" 0*
Intervalo interestro (dias) 195,0+8,0% 194,0+5,0% 169,0+7,0° 197,0+9,0°

* Hiperplasia endometrial cistica (achado ultrassonogréfico).

® | etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05).
G1 (10mg de B6/kg/dia), G2 (50mg de B6/kg/dia), G3 (5pg de cabergolina/kg/dia) e G4 (placebo).

Na avaliagdo ultrassonografica, uma cadela do
G4 apresentou inflamagdo uterina com acimulo
de exsudato, sem secrecdo vaginal (piometra
fechada). Essa cadela foi submetida a tratamento
com aglepristone, prostaglandina e doxiciclina,
uma vez que as bactérias isoladas com maior
frequéncia em piometras abertas e fechadas
apresentam 84,6% de sensibilidade a doxiciclina,
sendo mais eficiente que outros farmacos
antibidticos usados na rotina da clinica médica
veterindria (Volpato et al., 2014). Ap6s o
tratamento, a cadela retornou & atividade
reprodutiva, com gestacdo confirmada no estro
subsequente.
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A Tab. 2 mostra que, entre 0s hormdnios
estudados, a PRL foi o Unico hormbnio que
sofreu alteracdo com a utilizag8o de cloridrato de
piridoxina  (50mg/kg/dia) e  cabergolina
(5ug/kg/dia)  ap6s 120h  do inicio dos
tratamentos, confirmando a acao inibitoria desses
farmacos na secre¢do de PRL em cadelas, sem
interferéncia nas concentragdes de FSH e LH. As
diferentes respostas na indugdo do ciclo estral,
portanto, podem ter sido influenciadas pelos
distintos mecanismos de acdo das moléculas de
piridoxina e cabergolina, ndo dependendo
exclusivamente da reducdo da PRL para
interrupcdo do anestro.
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Tabela 2. Médias das concentragdes plasmaticas de PRL, LH e FSH dosadas em cadelas (130-160 dias de
anestro) no dia zero (dia do inicio do tratamento, antes da primeira administragdo dos farmacos) e 120h
ap6s a administracdo de cloridrato de piridoxina ou cabergolina

Dosagem hormonal

Tratamentos PRL (ng/mL) LH (mUI/mL) FSH (mUI/mL)
Dia zero 120h Dia zero 120h Dia zero 120h
G1 1,50+0,11 1,38+0,20" 0,2240,12  0,21+0,13  <0,05 <0,05
G2 1,53+0.12*°  0,78+0,11°®  0,18+0,11  0,19+0,11  <0,05 <0,05
G3 1,54+0,12°  0,54+0,07°®  0,20+0,11  0,19+0,13  <0,05 <0,05
G4 1,52+0,12 1,71+0,38" 0,19+0,11  0,2240,12  <0,05 <0,05

® | etras diferentes na mesma linha, comparando horménios no dia zero e 120h de tratamento, indicam diferenca

significativa (P<0,05).

AB Letras diferentes na mesma coluna, comparando horménios em 120h de tratamento, indicam diferenca

significativa (P<0,05).

G1 (10mg de B6/kg/dia), G2 (50mg de B6/kg/dia), G3 (5ug de cabergolina/kg/dia) e G4 (placebo).

O cloridrato de piridoxina é uma coenzima capaz
de catalisar reacGes de descarboxilacdo,
interferindo  na  sintese de  dopamina,
neurotransmissor inibidor de PRL (Bruice,
2006). No entanto, a dopamina ndo ultrapassa a
barreira hematoencefdlica  (BHE), sendo
necessario que a L-DOPA, seu precursor,
ultrapasse a BHE e sofra um processo de
descarboxilagdo que requer o cofator fosfato de
piridoxal, conhecido comercialmente como
cloridrato de piridoxina, para que ocorra a
conversdio de L-DOPA em dopamina no
hipotalamo (Bruice, 2006; Standaert e Galanter,
2009).

A cabergolina, por sua vez, aumenta a
neurotransmissdo dopaminérgica por meio do
estimulo direto de receptores D2, com resposta
mais estavel que o cloridrato de piridoxina, uma
vez que 0s ADs ndo competem com aminoacidos
para que ocorra 0 seu transporte através da BHE
e ndo necessitam de conversao enzimatica. Dessa
forma, os ADs permanecem efetivos por mais
tempo, quando comparados a L-DOPA, sendo
possivel uma frequéncia de administracdo
reduzida e resposta mais uniforme (Standaert e
Galanter, 2009).

O estudo confirmou os efeitos inibitorios da
vitamina B6 (50mg/kg) sobre a PRL (P<0,05),
ap6s 120h do inicio dos tratamentos, sem
eficacia na indugdo de estro, demonstrando que a
supressao da PRL ndo é suficiente para
interromper o anestro em cadelas. E possivel que
diferentes mecanismos de acdo entre as
moléculas de piridoxina e cabergolina possam ter
contribuido para uma resposta mais estavel da
cabergolina (Bruice, 2006; Standaert e Galanter,
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2009), permitindo maior controle paracrino da
foliculogénese. Nesse contexto, o horménio anti-
mulleriano (Nagashima et al., 2016), bem como
0 IGF-1, o horménio do crescimento, a insulina,
0 FGF-2, 0 FGF-7 e a ativina, pode desempenhar
um importante papel na transicdo de anestro para
estro, atuando diretamente no desenvolvimento
folicular em cées, sendo necessario aprofundar
estudos com cultura folicular in vitro, para
melhor compreensdo dos controles paracrinos da
reproducéo em cées (Songsasen et al., 2017).

As cadelas tratadas com  cabergolina
apresentaram intervalo interestro mais curto do
que as cadelas dos demais grupos estudados,
confirmando que esse AD pode ser utilizado para
antecipar o estro em cadelas no anestro
intermediério (Vertegen et al., 1999). A inducéo
de estro pela supressdo de PRL neste estudo ndo
foi influenciada pela acdo luteotrofica da PRL,
uma vez que, em todas as cadelas estudadas, as
concentragBes de progesterona eram basais no
inicio do tratamento. Também parece improvavel
que a cabergolina e a vitamina B6 afetem
diretamente os neurbnios de GnRH, visto que
ndo foram observados efeitos sobre a
concentragdo sérica de FSH e LH apds 120h do
inicio da administracdo dos farmacos, sendo
necessarias novas avaliacBes, em diferentes
tempos, devido ao padrdo de secrecdo pulsatil
desses horménios em cadelas (Concannon,
1993).

Nenhuma cadela deste estudo manifestou efeitos
colaterais adversos, durante os 20 dias de
tratamento, com a administracdo de cloridrato de
piridoxina ou cabergolina. Esses resultados
demonstram que a vitamina B6 pode ser utilizada
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para reduzir as concentracbes de PRL em
cadelas, de forma semelhante a cabergolina,
guando administrada na dose de 50mg/kg/dia,
sem sinais de toxicidade e sem influéncia sobre o
ciclo estral. Outros estudos sdo necessarios para
investigar o efeito do cloridrato de piridoxina
sobre a secrecao lactea em cadelas.

CONCLUSAO

O cloridrato de piridoxina nas concentracdes
estudadas nao foi eficaz como a cabergolina para
induzir o retorno da atividade ciclica e, portanto,
ndo deve ser utilizado para protocolos de inducéao
de estro em cadelas. Por sua vez, o tratamento
com cloridrato de piridoxina 50mg/kg/dia foi
capaz de atuar na supressdo da prolactina em
cadelas no anestro intermediario, assim como a
cabergolina 5upg/kg/dia, demonstrando uma
possivel acdo seletiva do cloridrato de piridoxina
sobre a PRL, uma vez que as concentracdes de
FSH e LH mantiveram-se inalteradas quando
avaliadas 120h ap06s o inicio do tratamento. Esses
resultados indicam que a vitamina B6 pode ser
um potencial agente no tratamento de
hiperprolactinemia em cadelas, necessitando de
outros estudos para confirmar a sua agao sobre a
interrupcdo da secrecdo lactea no pos-parto ou
em estado de pseudogestacéo.
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