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ABSTRACT

A 13 years old mixed breed dog was presented for monitoring and medical treatment for an insulinoma in medical therapy for
over 1 year. Low dose diazoxide therapy was started obtaining good clinical control. Adverse effects was documented even so a lower than
recomended dose was implemented. Life quality reduction and suddenly neoplasia growth set out for surgical therapy.
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INTRODUGAO

Neoplasias de células 3 pancreéticas funcionais (insulinomas) produzem insulina independente do efeito supressivo
da hipoglicemia [4]. A producéo e liberacdo autondma de insulina, leva a continua e acelerada utilizagdo de glicose pelos
tecidos e consequente hipoglicemia [2]. Sinais clinicos de neuroglicopenia podem tornar-se evidentes e normalmente séo a
causa da procura por atendimento [4]. O tratamento preferencial de insulinomas € ciriirgico, no entanto; a cirurgia pancreatica
deve ser vista com cautela em decorréncia do risco de ocorréncia de pancreatite no pds-operatdrio [1,3,5]. A presenca de
metéastases e a propria localizagdo do tumor pancreético primario podem ser fatores complicadores [4]. Dentre as opg¢fes de
medicamentos, o diurético tiazidico diazéxido! inibe a secrecao de insulina, estimula a gliconeogenese hepatica e glicogendlise
e inibe a utilizagéo tecidual de glicose; resultando em hiperglicemia [6]. O presente relato apresenta uma descricdo dos
resultados obtidos no tratamento de um insulinoma utilizando o diaz6xido no protocolo terapéutico. O uso desta medicacao
€ pouco difundido em decorréncia de dificuldades na obtencdo da medicacédo e custo elevado [4]. Relatos do uso de diazéxido
no tratamento de insulinomas séo esporadicos [s].

RELATO DE CASO

Um canino sem raca definida cruza Dashchund x Pequinés, 13 anos de idade e 12 kg de peso corporal, foi enca-
minhado em julho de 2006, com histdrico anterior de episddios de tontura, dificuldade de manter a postura e tremores ja
tendo recebido inUmeros diagndésticos errdneos entre 2004 e 2005. O uso de prednisona? (0,5 mg/kg, vo, bid) para suspeita
de hérnia de disco vertebral obteve uma excelente melhora clinica. Ap6s 3 meses quando descontinuou-se a medicacéo,
voltaram os sinais culminando com fortes convulsées em agosto do ano de 2005, quando passou a receber fenobarbital®
(25 mg, vo, bid).

Apesar da hipoglicemia identificada na investigagdo inicial (30 mg/dL) a concentracdo de insulina sérica nesta
ocasido fora inferior a 5 pU/ml descartando temporariamente um possivel insulinoma. De acordo; ecografia abdominal e
videolaparoscopia falharam na identificacdo de uma possivel tumoragéo pancreatica. Um teste de estimulagdo com ACTH*
como diferencial para hipoadrenocorticismo teve resultados normais (cortisol basal 105,4 ng/dL; cortisol 1h pés ACTH
122,2 ng/dL). A prednisona foi mantida na mesma dose e freqiiéncia, no entanto, sem obter resposta plena.

Apbs um més, documentou-se hiperinsulinemia (59,7 pU/ml ) em presenga de hipoglicemia (glicemia 47 mg/dL).
Iniciou-se terapia com o diaz6xido (15 mg, vo, bid) apds importacdo da medicagao pelos proprietarios da Alemanha. Uma
farméacia de manipulagdo fracionou os comprimidos de 100 mg em capsulas com concentragdes distintas de diazéxido.
Iniciou-se reducéo gradual da prednisona e do fenobarbital, mantendo-se somente o diazéxido como tratamento por um
periodo de 3 meses. Em janeiro de 2007um quadro anémico grave (1,52 milhdes de eritrécitos/mm3; Hb 3,4 g/dL e Ht 10%)
—um dos efeitos adversos do diazdxido — exigiu além de transfusdo sangiinea, uma reducéo na dose da medicacéo, obtendo-
se um controle ideal (glicemia na faixa de 50 mg/dL) associando-se diazdxido (3 mg, vo, bid) a hidroclorotiazida® (25 mg, vo,
sid) e prednisona (5 mg, vo, bid). Mesmo ap6s a mudanga no protocolo terapéutico e normalizagdo do hemograma, outros
sinais adversos da medicagdo como apetite fraco / hiporexia e hipermotilidade gastro-intestinal permaneceram presentes [6].

Ao longo de 11 meses de uso do diazoxido néo foi registrada nenhuma convulsdo apesar de prostracdo, periodos
prolongados de sono, consciéncia reduzida e andar cambaleante, especialmente apés refeicdes e/ou caminhadas na rua,
fossem achados freqlientes. O regime alimentar era composto de duas refei¢cdes diarias de racdo comercial light, associado
a carnes, visceras de aves e biscoitos comerciais ao longo do dia.

Em maio de 2006 uma ultra-sonografia evidenciou em area topografica de lobo esquerdo de pancreas, uma area
hipoecogénica discretamente heterogénea, arredondada e com bordos irregulares, compativel com neoplasia pancreatica.
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Media cerca de 1,5 cm de didmetro, passando a 3,0 cm apoés 45 dias. Foi preconizada manutengéo do protocolo vigente
associado a regime alimentar com dieta comercial rica em fibras divida em seis refeicdes ao longo do dia. Fontes extras a
racao de carboidratos foram retirados da dieta, bem como figado e carnes com maior teor de gordura. Foi recomendada
manutencéo da rotina de caminhadas, no entanto evitando aumento na intensidade ou duragdo das atividades fisicas, bem
como exposicao a situacbes estressantes.

Em agosto de 2006 em decorréncia do crescimento abrupto da neoplasia e dos bons resultados nos exames de
triagem, exceto glicemia 37 mg/dL (fructosamina 161 imol/L) optou-se por uma abordagem cirurgica, que obteve sucesso no
trans e pos-operatorio imediato. Nao foram observadas metéastases em pancreas, figado, linfonodos ou demais 6rgdos inspe-
cionados. O exame histopatoldgico do tumor evidenciou células pequenas arranjadas entre trabéculas de tecido conjuntivo,
configurando um tumor pancreatico de ilhotas. Houve recidiva dos sinais clinicos apos sete semanas da cirurgia. Atualmente
0 paciente esta sob tratamento médico com anélogo da somatostatina octreotida®.

DISCUSSAO

Insulinomas ocorrem tipicamente em cées de grande porte de média idade a idosos [2]. A maior parte dos cées ja
estavam sintomaticos meses antes de serem apresentados [2].Ganho de peso e condi¢éo corporal elevada sédo achados
comuns em decorréncia da lipogénese estimulada pela hiperinsulinemia cronica [4]. Os sintomas de neuroglicopenia (con-
vulsdes, fraqueza, colapsos, ataxia, fasciculagdes musculares e comportamentos bizarros) tendem a ser episodicos e de
curta duracdo em decorréncia da ativagdo de mecanismos compensatorios hiperglicémicos [4]. Pacientes cronicamente
hipoglicémicos toleram glicemias da ordem de 20 a 30 mg/dL sem apresentar sinais clinicos (hipoglicemia inconsciente) [4].
Fatores como atividade fisica; onde a musculatura esta consumindo mais glicose associado ao maior consumo de todo
organismo em decorréncia da hiperinsulinemia, agitacéo, e jejum prolongado; podem predispor a ocorréncia de sinais
clinicos [2]. A ingestéo alimentar e conseqiiente aumento na glicemia também pode causar sinais de neuroglicopenia. O
aumento na glicemia pode estimular ainda mais a secre¢do de insulina pelo tumor [4].

A determinacgédo de hiperinsulinemia (insulinemia > 20 pU/ml) com glicemia inferior a 50 mg/dL praticamente
confirma o diagnostico, enquanto insulinemia inferior a 5 pU/ml descarta a possibilidade de insulinoma [4]. A primeira tentativa
de documentacao da hiperinsulinemia néo obteve sucesso em decorréncia de problemas no armazenamento da amostra.
A insulina sérica sofre degradacéo por uma insulinase presente dentro dos eritrdcitos e o grau de hemdlise determina o grau
de degradacao [7]. A dificuldade em visualizagdo de uma massa pancreatica € comum na ecografia, radiografia ou laparotomia
exploratdria. A manipulacé@o gentil do 6rgdo pode ajudar na identificagdo de um nddulo interno ao parénquima da glandula,
sendo um procedimento de risco para pancreatite [1,2,5,8]. No presente relato mesmo a magnificagdo da imagem obtida através
de videolaparoscopia néo obteve sucesso em identificar o tumor. Dificuldades na identificacdo de micro-tumores funcionais
predisp6em a presenga de mestastases no momento do diagndstico inicial, o que pode limitar o sucesso do tratamento [4].
No presente caso clinico a ocorréncia de metastases provavelmente esteve envolvida na recidiva de sinais clinicos apos 7
semanas da cirurgia.

O tratamento médico consiste basicamente da administracdo de dietas de absor¢do lenta divididas em vérias
pequenas refei¢cdes por dia, associado a uso de glicorticéides como a prednisona (0,5 a 4 mg/kg/dia em 2 a 3 fragdes,
conforme gravidade dos sinais) [2,4,8]. As interferéncias no metabolismo da glicose provocadas pelo diurético diazéxido cau-
sam um efeito final hiperglicémico [6]. No entanto esta medicacao ndo apresenta nenhum efeito anti-neoplasico e nao inibe
a sintese de insulina. Seu mecanismo de agdo esta envolvido na inibicdo do aumento do célcio intra-celular nas células R,
passo fundamental ao processo de exocitose celular necessario para secrecéo de insulina [6]. A dose inicial € de 10 mg/kg,
podendo atingir até 60 mg/kg, sendo que a medicagao pode ser utilizada sozinha no protocolo terapéutico, ou em adigdo a
prednisona quando esta ndo esta sendo efetiva [4,6].

No presente relato, observou-se adequado controle com administragdo de 10 mg/animal (0 que corresponde a
menos de 1 mg/kg) observando-se inclusive sinais adversos da medicagdo como anemia aplastica e transtornos gastro-
intestinais [6]. A reducao na dose da medicagdo e associacdo com a hidroclorotiazida e prednisona mantiveram o controle
que vinha sendo alcancgado. A hidroclorotiazida aumenta o efeito hiperglicemiante do diazéxido [6]. O objetivo do tratamento
€ estabelecer uma dose em que a hipoglicemia e sinais clinicos sejam reduzidos ou ausentes [2,4].

CONCLUSAO

Os insulinomas podem representar um desafio diagndstico em determinadas situagdes e o uso de protocolos de
tratamento alternativos podem manter um paciente bem controlado por periodos superiores aos obtidos com cirurgia. O
diazodxido apesar de caro e de dificil obtengdo pode representar uma alternativa terapéutica, especialmente se os sinais
adversos forem toleraveis.

NOTAS INFORMATIVAS

'Proglycem (Baker Norton, Miami, USA).
2Meticortem (Shering-Plough, Sé&o Paulo, Brasil).
3Fenocris (Cristalia, Séo Paulo, Brasil).
4Synacthéne (Novartis, Rueil Malmaison, France).
5Clorana (Sanofil/Synthél, Rio de Janeiro, Brasil).
5Sandostatin (Novartis, Rueil Malmaison, France).
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ABSTRACT

Obesity and hyperadrenocorticism in dogs are common condition in the veterinary practice, and both present some clinical and
laboratorial similarities, such as weight gain and dislipidaemies. The aim of this study was to characterize and compare plasmatic lipid fractions
in control dogs (n=10), obese dogs (n=10) and in dogs with hyperadrenocorticism (n=6). Compared to the control group, the hyperadreno-
corticism group we observed significant increase in total cholesterol, total triglycerides, with more accumulation in VLDL fraction and reduction
in HDL fraction. Triglyceride was incretion in HDL fraction. Plasma triglycerides and cholesterol were increase in obese group, compared the
controls, but are reduced to hyperadrenocorticism. Howere, only VLDL cholesterol was diminished in obese compared to hyperadrenocor-
ticism. There were no significant changes in LDL cholesterol and triglycerides fractions. Through this data, we may conclude that cholesterol
metabolism and VLDL and HDL fractions of hyperadrenocorticism dogs are significantly different from the control group and from the obese
group. These findings may be a helpful tool in the differential diagnosis of these diseases and suggest an increased risk of atherosclerotic
complications.

Key words: dogs, obesity, hyperadrenocorticism, lipoproteins.

INTRODUGCAO

Obesidade é definida como uma condigdo de balanco energético positivo e excesso de tecido adiposo com pre-
juizos varios a saude do animal [3,5]. Numerosas causas e fatores sociais contribuem para a formacgédo da obesidade. Esta
inclui condi¢Bes genéticas, sexuais, falta de exercicios, excesso de alimentacéo e dieta desbalanceada [8,13]. Certas condi-
¢bes mérbidas como o hipotireoidismo e o hiperadrenocorticismo e determinados agentes terapéuticos como glicocorticéides,
progestagenos, fenobarbitiricos e benzodiazepinicos induzem a polifagia e resultam em ganho de peso [14]. Dentre estas,
o hiperadrenocorticismo de origem enddgena obriga a uma abordagem diagndstica precisa, dada a sua alta prevaléncia na
espécie e as suas repercussdes negativas na economia animal, incluindo as dislipidemias [10,12]. Lipoproteinas séo classi-
ficadas em diferentes categorias de acordo com combinacdes diferenciadas de lipidios e de proteinas. Em cédes, quatro
principais classes de lipoproteinas sdo bem definidas: quilomicrons, que € uma lipoproteina exégena, e trés classes de
lipoproteinas endégenas, VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade), LDL (lipoproteina de baixa densidade) e HDL (lipo-
proteina de alta densidade) [6]. A separagdo das lipoproteinas pode ser realizada por métodos diversos e dependem do ta-
manho e forma, carga elétrica e densidade [4]. O presente trabalho tem o objetivo de caracterizar as fragdes de lipoproteinas
plasméticas em cédes obesos e cdes portadores de hiperadrenocorticismo, comparando-0s com cédes normais.

MATERIAIS E METODOS

Animais: Foram estudados 26 cdes sendo selecionados 10 cdes para 0 grupo controle 10 cées para o grupo de
obesos e 6 cdes para o grupo com hiperadrenocorticismo no Hospital Veterinario Anhembi Morumbi. Para definir o grupo de
obesos foram realizados testes de escore da condicéo corporal (ECC) e determinagdo de porcentagem de gordura corporal
(%GC>20%), além de auséncia de sintomas 6bvios de endocrinopatias ou de uso de medicamentos que promovessem 0
ganho de peso. O diagndstico de hiperadrenocorticismo foi possivel através da sintomatologia, dos exames laboratoriais de
rotina e do teste de supressdo com dexametasona (cortisol basal e 8h ap6s dexa — 0,01mg/kg/IV) As lipoproteinas dos
plasmas foram separadas por cromatografia liquida em filtracdo, em gel de alta resoluc&o, no sistema FPLC Pharmacia com
coluna de Superose 6, HR 10/30 composta de granulos de agarose cross-linked de 11 - 15 mm. Foram aplicados 200 mL de
plasma na coluna sob um fluxo constante de 0,5 mL/min de tampé&o Tris (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM e NaN, 0,03%),
pH 7,0 %™ e 60 fra¢Bes de 0,5 mL foram coletadas em um coletor de fragbes. Nas fragbes de n° 11 até n° 40 foi dosado
colesterol e triglicérides pelo método enzimatico em analisador automatico bioquimico Cobas Mira (F. Hoffmann-La Roche,
Basiléia, Suica) para determinagédo do perfil do colesterol e triglicérides das lipoproteinas e identificagdo dos picos das
fragBes VLDL, LDL e HDL [9].
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Andlise estatistica: Foram comparados a média e desvio padrdo dos parametros analisados e comparados pelo
teste One way ANOVA seguido do pds-teste Bonferroni’'s Multiple Comparison Test (p< 0,05) pelo meio do software Prisma
4 for Windows, Graph Pad Software, Inc. EUA.

RESULTADOS

O grupo controle s&o cédes normais de diversas ragas, com idade entre dois a dez anos, sendo cinco machos e
cinco fémeas. O grupo de obesos séo cées de diversas racas com idade variadas entre dois a doze anos, sendo quatro machos
e seis fémeas. O grupo com hiperadrenocorticismo sédo caes também de diversas ragas com idade entre seis a doze anos,
sendo um macho e cinco fémeas.

O grupo controle apresenta colesterol plasmatico total 193+44 mg/dL, e a distribuicdo percentual nas fragdes foram:
VLDL-COL 2,345%, LDL-COL 15,79%, HDL-COL 81,86%, os triglicérides plasmaticos totais 50+15 mg/dL, e suas fracdes
VLDL-TG 39,17%, LDL-TG 35,9%, HDL-TG 24,94%. O grupo de obesos possui colesterol plasmatico total 240+63 mg/dL, e
a distribuicao percentual nas frag6es foram: VLDL-COL 3,983%, LDL-COL 21,21%, HDL-COL 74,81%, os triglicérides plasmaticos
totais 93+52 mg/dL e suas fragdes VLDL-TG 59,79%, LDL-TG 26,62%, HDL-TG 13,68%. O grupo com hiperadrenocorticismo
apresenta colesterol plasmatico total 348+105 mg/dL, e a distribuicdo percentual nas fra¢cdes foram: VLDL-COL 15,11%,
LDL-COL 28,63%, HDL-COL 56,26%, os triglicérides plasmaticos totais 300+227 mg/dL, e suas fragées VLDL-TG 64,07%,
LDL-TG 29,65%, HDL-TG 6,231%.

A concentracgdo do colesterol e triglicérides totais do grupo com hiperadrenocorticismo foi significativamente
maior quando comparado ao grupo controle e obeso (p< 0,01), e o grupo de obesos foi maior em relagdo ao grupo controle.
Quanto ao perfil das lipoproteinas, a fracéo de VLDL colesterol do grupo de obesos foi menor que do grupo com hiperadreno-
corticismo (p< 0,01). Quando comparado ao grupo controle, o grupo com hiperadrenocorticismo apresentou maior porcen-
tagem de VLDL colesterol (p< 0,001), e menor porcentagem de colesterol e de triglicérides na fragdo de HDL (p< 0,01).

DISCUSSAO

O termo hiperlipidemia é usado na pratica clinica para a definicdo do aumento da concentragdo de colesterol e,
ou triglicérides em amostras de sangue de animais em jejum alimentar de 12 horas [15]. Hiperlipidemia primaria é rara em
caes, mas é reconhecida como uma condic¢éo familiar em schnauzer miniatura. Mais comumente, pode ser secundaria ao
hipotireoidismo, ao diabetes melitus, a sindrome nefrética e ao hiperadrenocorticismo [1]. Geralmente as hiperlipidemias
estdo associadas a varios problemas clinicos, incluindo pancreatite, alteragdes gastrointestinais, lipidose hepéatica e
aterosclerose [15].

No presente trabalho observamos que ocorreu no grupo de cées obesos um aumento de colesterol total na fragédo
VLDL, que em cées € uma fragdo pequena de lipoproteina, mas muita rica em triglicérides [8,11], € no grupo de cdes com
hiperadrenocorticismo observamos um aumento de colesterol [7] nas fra¢cdes de VLDL e uma diminui¢&o da fragdo HDL
colesterol e de triglicérides, contrariando em um estudo anterior um significado aumento na fragdo LDL colesterol [2].

Em todas as ragas de caes, HDL € o principal transporte de colesterol na circulacdo, em comparacéo LDL colesterol
em cées é baixa [16]. Em nosso estudo ndo houve aumento e nem diminuigao significativa em LDL.

CONCLUSAO

Concluiu-se, nos grupos ora estudados, que os cdes com hiperadrenocorticismo diferem significativamente dos
cées normais e dos obesos no que tange ao metabolismo do colesterol e de suas fragdes VLDL e HDL, o que auxilia no
diagndstico diferencial destas morbidades e sugere maior risco para complicacdes ateroscleréticas
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Alan Gomes Poppl 1, Tatiane da Silva Mottin 2, Cinthia Brum Dias 2, Irene Breitsmater 3,
Carlos Afonso de Castro Beck 4, Camila Lasta ®, Félix Hilario Diaz Gonzélez ¢,
Luiz Carlos Kucharski 7 & Roselis Silveira Martins da Silva 7
!Laboratério de Metabolismo e Endocrinologia Comparada-ICBS/UFRGS. 2Graduagdo, FAVET/UFRGS. ®Médica Veterinaria, Técnica
Contratada, HCV/UFRGS. “Setor de Medicina Animal, FAVET/UFRGS. °Residente (R2) em Patologia Clinica, Laboratério de Analises

Clinicas Veterinarias, HCV/UFRGS. Setor de Patologia Animal, FAVET/UFRGS.’Bi6logo(a), Departamento de Fisiologia, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude/UFRGS (Laboratério de Metabolismo e Endocrinologia Comparada).

ABSTRACT

The major predisposition to diabetes mellitus develpment by diestral bitches is being associated to progesterone induced
mamary production of GH. This work evaluate binding profile between insulina and insulin receptor em bitches during oestrus cycle.

Key words: bitches, oestrus cycle, glucose tolerance, insulin receptor.

INTRODUCAO

A cadela € uma espécie poliestrica anual, apresentando tipicamente um ciclo estral a cada 7 meses, com intervalos
inter-estrais de 4 a 13 meses em decorréncia de varia¢des individuais, sazonais e raciais. A concentra¢do de progesterona
(P4) de cadelas em anestro é basal (< 0,5 ng/ml), permanecendo com valores menores que 1 ng/ml durante o pré-estro. No
inicio do estro a concentracéo sérica da P4 comeca a elevar-se, tipicamente mantendo-se maior que 2 ng/ml. A concentracéo
de P4 continua aumentando durante o estro e as primeiras semanas do diestro, seguido de um platé que normalmente é
superior a 40ng/ml (15 — 90 ng/ml). O fim desta fase € marcado pelo retorno da concentracéo sérica de P4 a valores basais
e repouso do eixo hipotalamo-hipéfise-ovério [2]. Evidéncias apontaram um efeito antagbnico direto a insulina pela P4,
reduzindo a ligacéo de insulina e transporte de glicose nos tecidos alvos [7]. A liberagéo de GH pela gandula mamaria induzida
pela P4 é um fendbmeno bem documentado em cadelas [3,10]. Clinicamente observa-se uma maior prevaléncia de desenvol-
vimento de diabetes mellitus (DM) em cadelas em diestro [2,5]. O objetivo deste trabalho foi avaliar os perfis de ligagdo entra
a insulina e seus receptores em amostras de musculo de cadelas durante o ciclo estral, bem como a tolerancia a glicose.

MATERIAIS E METODOS

Trinta e duas pacientes encaminhadas para ovario-salpingo-histerectomia (OSH) eletiva pelo Projeto de Controle
Reprodutivo de Caes e Gatos do Hospital de Clinicas Veterinarias da UFRGS participaram do estudo. Com base no histérico
reprodutivo e citologia vaginal as pacientes foram divididas em 3 grupos: anestro (n = 11, idade média 1,51 anos + 1,02),
estro (n = 7, idade média 2,48 anos + 2,01) e diestro (n = 14, idade média 5,13 anos + 3,68). Critérios de incluséo como auséncia
de leucocitose, adequada condigdo corporal, ndo uso de progestagenos e auséncia de doencas intercorrentes foram
adotados. De cada paciente avaliou-se hemograma; plaguetometria; fibrinogénio plasmatico; colesterol total e triglicerideos
séricos (kits diagndsticos?); citologia vaginal e ultra-sonografia abdominal.

No pré-operatdrio, foi realizado um teste intra-venoso de tolerancia a glicose (IVGTT) com determinacgao de glicemia
nos tempos 0, 3, 5, 7, 15, 30, 45 e 60 minutos de IVGTT [4]. Para determinac&o da glicemia foi utilizado um glucdmetro portatil2.
O protocolo anestésico foi padronizado para ambos grupos com ampicilina sodica (22 mg/kg, IV), meperidina (3 mg/kg, IM),
propofol (5 mg/kg, IV) e manutencdo com isoflurano em oxigénio a 100%. Apds OSH coletou-se 2 gramas de musculo reto-
abdominal de cada paciente; imediatamente congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -80°C até analise posterior.

As membranas de musculo foram preparadas homogeneizando o misculo em tampéo TES (Tris 10mM, EDTA
1mM, Sacarose 250mM) pH 7,4 (1:5 P/V) e isoladas por centrifugacdo fracionada sob refrigeracdo. Os ensaios de liga¢éo
foram realizados oferecendo-se 400 g de proteina por tubo em tamp&o Krebs-Ringer mamifero (KRM) pH 7,4 com albumina
sérica bovina (BSA) a 1% na presenga de concentracdes crescentes de insulina regular humana® (0,1 ig/ml, 1 ig/ml, 10 ig/ml,
100 ig/ml, 250 ig/ml e 500 ig/ml) mais 20000 cpm de insulina-I'*> humana* ou somente na presenca de insulina marcada
(ligacéo total). Apos 2 horas de incubagéo a 25°C, o conteddo dos tubos foi filtrado (filtro Whatman?®). Cada filtro foi lavado 5
vezes com 1 ml de KRM 0,1% BSA . Depois de secos foi medida, em contador LKB, a formagao do complexo insulina-1*%
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humana/receptor. O tratamento estatistico foi feito com ANOVA de uma via seguida de Teste de Tukey, considerou-se significativo
valores de p < 0,05.

RESULTADOS

O peso médio do grupo anestro foi 14,31 kg + 6,5 (condigdo corporal 2,92 + 0,47), enquanto o grupo estro apre-
sentou peso médio 16,75 kg + 9,8 (condicéo corporal 3,09 + 0,33) e o grupo diestro 17,35 kg + 9,87 (condigao corporal 3,05
+0,44). Nao foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) entre os grupos com relag¢éo a: leucometria, fibrinogénio
plasmatico, colesterol total, triglicerideos séricos, glicemia basal e glicemia nos tempos de IVGTT estudados.

Né&o foi observada diferenca significativa na ligacao total entre os grupos anestro (1372,2 cpm + 500,1); estro
(903,3 cpm * 135) e diestro (1469,8 cpm + 500,2). A reducéo percentual a partir da ligacéo total (100%) em presenga de
concentracdes crescentes de insulina regular humana foi 70,1% no grupo anestro; 94,7% no grupo estro e 90,1% no grupo
diestro na presenca de 0,1ug/ml de insulina. Na presenca de 1 pg/ml de insulina regular, os valores foram: anestro 69,6%;
estro 78,1% e diestro 83,3%. Em presenca de 10 pg/ml o percentual passou para 59,4% no grupo anestro; 66,3% no grupo
estro e 78,5% no grupo diestro. Com 100 ig/ml de insulina os valores foram: anestro 55,9%; estro 68,5% e diestro 63,8%.
Enquanto o grupo anestro apresentou valores de ligagdo 47,9% da ligagc&o total, os grupos estro e diestro apresentaram
respectivamente 64,9% e 61,3% com insulina regular na dose de 250 pg/ml ao ensaio. Enfim, na presenca de 500 pg/ml o
grupo anestro evidenciou uma ligacdo de 48,7% da ligagéo total e os grupos estro e diestro 64,3% e 52,4% respectivamente.

Os valores de ligac&o na presenca de 0,1 pg/ml de insulina regular foram diferentes entre os grupos estro e diestro
(p < 0,001) em comparagdo ao grupo anestro. Da mesma forma, observou-se diferenca significativa na presenca de 250 pg/ml
de insulina ndo marcada (p = 0,003). Nas concentra¢des de 1 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml e 500 pg/ml ndo observou-se
diferencas significativas entre os grupos, apesar dos valores respectivos de p = 0,071, p = 0,073, p = 0,361 e p = 0,069.

DISCUSSAO

Um estudo verificou prevaléncia de 79% de fémeas com diagnéstico recente na fase do diestro [5]. Muitas vezes
o inicio do estro pode ser um fator de risco a cetoacidose em pacientes diabéticas com pobre controle, persistindo a resisténcia
insulinica ao longo do diestro [2,5,8]. Entretanto, ndo foi demonstrada evidencia de diferencas significativas entre valores de
glicemia, tolerancia a glicose e concentragdes de insulina em cadelas em anestro, estro ou diestro [g8]. Porém em cadelas
diabéticas ndo castradas, fica clara a supressao de secregdo de insulina nas fases de estro; e principalmente no diestro em
comparacdo as diabéticas em anestro [8]. Até 0 momento este estudo apresentou resultados similares com relagdo a
tolerancia a glicose. A avaliacéo futura da insulinemia nos tempos de IVGTT podera vir de encontro a esta observagao.

Séao raros os estudos avaliando a relagdo priméaria da P4 com a sensibilidade a insulina [2,7]. Além de efeitos
autdcrinos e paracrinos na mama, 0 GH mamario pode apresentar um importante efeito endécrino; resultando em resisténcia
insulinica e eventualmente sinais de acromegalia [2,3]. Observou-se maior secre¢do basal de GH e menor secre¢do em pulsos
de GH durante platds de P4 plasmatica. Acredita-se que esta mudanga possa ser decorrente da supressédo parcial da liberacéo
de GH pela hipdfise em uma retroalimentacéo negativa do GH mamario [4]. O GH é um horménio antagbnico a insulina e um
importante modulador da sensibilidade a insulina [1]. A hiperinsulinemia caracteristica de quadros de excesso de GH resulta
em reducgdo da concentracdo de receptores de insulina e prejuizo de sua atividade tirosina-quinase [1]. Um estudo néo
demonstrou alteracBes significativas ao longo do ciclo estral em cadelas controle no colesterol total e triglicerideos, ao con-
trario do observado em pacientes diabéticas ndo castradas [6]. O mesmo foi demonstrado até o0 momento neste estudo e em
outros trabalhos do nosso grupo.

Os resultados dos ensaios de ligagcdo hormdnio-receptor evidenciam diferentes padrdes de liga¢&o insulina-
receptor. A analise dos resultados com o programa de Scatchard permitird a determinacdo da concentragdo dos receptores
de insulina por ug de proteina de membrana bem como a determinac¢éo da constante de dissociacdo horménio-receptor [9].
Amostras de membranas estéo sendo armazenadas a -80°C para avaliagdo da atividade tirosina-quinase do receptor de
insulina em cada grupo. Também sera determinada a concentracéo de glicogénio muscular.

CONCLUSAO

Estes resultados evidenciam um padrdo diferente de interagdo da insulina com seus receptores de alta e baixa
afinidade em cadelas em estro e diestro em comparagdo com cadelas em anestro. O estudo dos receptores de insulina em
tecidos alvo pode ajudar a elucidar os mecanismos envolvidos na maior predisposi¢cdo a diabetes em cadelas em diestro.

NOTAS INFORMATIVAS

1Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa, Brasil.

2Accu-Check Active, Roche Diagnostica, Jacarepagua, Brasil.

33-[**%1] iodotyrosyl A ¥l insulin, human recombinant, Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido.
“Biohulin R, Biobras, Montes Claros, Brasil.

5GF/B, Whatman, Maidstone, Inglaterra.
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insulin sensibility and diabetes mellitus predisposition: preliminary results

Alan Gomes Poppl 1, Fernando Espinosa Souza 2, Karine da Silva Neves 2, Carlos Afonso
de Castro Beck 3, Juliano de Souza Leal *, David Driemeier °, Camila Serina Lasta °, Félix Hilario
Diaz Gonzéalez %, Sandra Costa Valle 7, Luiz Carlos Kucharski ®& Roselis Silveira Martins da Silva 8
Laboratério de Metabolismo e Endocrinologia Comparada—ICBS/UFRGS. ?Graduacgdo, FAVET/UFRGS (Bolsista CNPq).
*Departamento de Medicina Animal, FAVET/UFRGS. “Mestrando em Patologia Veterinaria, Setor de Patologia Veterinaria,
FAVET/UFRGS. *Departamento de Patologia Animal, FAVET/UFRGS. °Residente (R2) em Patologia Clinica, Laboratério
de Analises Clinicas Veterinarias, HCV/UFRGS. "Nutricionista, Doutoranda, Ciéncias Fisiologicas, Laboratério de
Metabolismo e Endocrinologia Comparada. ®Biélogo (a), Departamento de Fisiologia, Instituto de Ciéncias Basicas
da Saude/UFRGS, Laboratério de Metabolismo e Endocrinologia Comparada.

ABSTRACT

Cystic endometrial hyperplasia — pyometra (HEC-P) represents an hormone-mediated condition with a strong inflamatory and
septic component. Many reports point to positive relationship among inflamatory status, sepsis and insulin resistance. Glucose tolerance,
lipidic profile, hormone-receptor binding profile and others aspects were compared between anestral bitches and bitches with HEC-P.

Key words: bitches, pyometra, glucose tolerance, insulin receptor.

INTRODUCAO

A imunoendocrinologia evidenciou uma série de correlagdes entre o processo inflamatério e os efeitos da insulina
[1,3,4]. A IL-1 reduz a ligacdo e a fusdo de granulos secretores de insulina em células 3 pancreéticas, com decréscimo prefe-
rencial da primeira fase de exocitose; caracteristica da fase pré-diabética no Diabetes mellitus (DM) tipo | [7]. Também foi
demonstrado o papel da IL-1 na morte celular de células 3 pancreéticas [10]. Com relac@o aos eventos pds-receptor, ocorre
inibico da fosforilagdo do IRS-1 e associa¢do com o fosfatidilinositol 3-quinase em resposta a IL-1a. [4].

Os mediadores da resposta inflamatéria (TNF-a, IL-1 e IL-6) iniciam mudancas metabdlicas (hiperlipidemia e
ativacdo da gliconeogénese) no organismo para prover nutrientes para o sistema imune [3]. No sistema nervoso central a IL-1
reduz o ponto de ajuste da glicemia, favorecendo a captacéo de glicose pelas células imunes durante a resposta inflamato-
ria [1]. A piometra é uma condic¢éo inflamatoria e infecciosa horménio-mediada, limitante a vida em alguns casos, quando n&o
tratada [8]. A exposigdo crdnica e prolongada a progesterona em cadelas intactas € um fator de risco ao desenvolvimento do
complexo hiperplasia endometrial cistica-piometra (HEC-P) [2]. As elevadas concentra¢des de progesterona e de GH maméario
durante o diestro s&o importantes fatores envolvidos na maior predisposi¢cdo ao desenvolvimento de diabetes mellitus em
cadelas em diestro [4]. O GH mamario pode causar alteracfes hiperplasicas no endométrio [4]. O objetivo deste trabalho é
avaliar a sensibilidade a insulina em cadelas com hiperplasia endometrial cistica — piometra.

MATERIAIS E METODOS

Onze cadelas em anestro (idade média 1,51 anos + 1,02) encaminhadas para ovario-salpingo-histerectomia (OSH)
eletiva, e 15 cadelas (idade média 6,83 + 2,78) encaminhadas para OSH como parte do tratamento para HEC-P no Hospital
de Clinicas Veterinarias da UFRGS; foram selecionadas respeitando critérios de inclusdo e exclusao.

De cada paciente foram avaliados: a citologia vaginal, 0 hemograma; e concentracdes plasmaticas de fibrinogénio,
de triglicerideos e de colesterol (kits diagnésticos?). No pré-operatdrio, foi realizado um teste intra-venoso de tolerancia a
glicose (IVGTT) com determinacéo de glicemia nos tempos 0, 3, 5, 7, 15, 30, 45 e 60 minutos de IVGTT [¢]. Para determinag&o
da glicemia foi utilizado um glucometro portétil>. O protocolo anestésico foi padronizado, para ambos 0s grupos, com ampi-
cilina sodica (22 mg/kg, IV), meperidina (3 mg/kg, IM), propofol (5 mg/kg, 1V) e manutencdo com isoflurano em oxigénio a
100%. Apds OSH coletou-se 2 gramas de musculo reto-abdominal de cada paciente; imediatamente congelados em nitro-
génio liquido. Os tecidos permaneceram congelados a -80°C até posterior estudo de ligagdo hormdnio-receptor. Amostras
do utero foram armazenadas em formol a 10% para analise histopatoldgica.

As membranas de musculo foram preparadas homogeneizando o masculo em tampéo TES (Tris 10mM, EDTA
1mM, Sacarose 250mM) pH 7,4 (1:5 P/V) e isoladas por centrifugacéo fracionada sob refrigeracéo. Os ensaios de ligagédo
foram realizados oferecendo-se 400 g de proteina por tubo em tampao Krebs-Ringer mamifero (KRM) pH 7,4 com albumina
sérica bovina (BSA) a 1% na presenga de concentragfes crescentes de insulina regular humana® (0,1 pg/ml, 1 pg/ml, 10 pg/ml,
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100 pg/ml, 250 pg/ml e 500 pg/ml) mais 20000 cpm de insulina-*?> humana* ou somente na presenca de insulina marcada
(ligacéo total). Apos 2 horas de incubacéo a 25°C, o contetdo dos tubos foi filtrado (filtro Whatman?®). Cada filtro foi lavado 5
vezes com 1 ml de KRM 0,1% BSA . Depois de secos foi medida, em contador LKB, a formagdo do complexo insulina-1*#
humana/receptor. O tratamento estatistico foi feito com ANOVA de uma via seguida de Teste de Tukey, considerou-se signifi-
cativo valores de p < 0,05.

RESULTADOS

O peso médio do grupo anestro (An) foi 14,3 kg + 6,5 (condic&o corporal 2,92 + 0,47), enquanto o grupo HEC-P
teve peso médio de 27,1 kg + 11,5 (condigao corporal 2,88 + 0,56). Observou-se diferenca significativa (p<0,05) nos leucdcitos
totais (An 10,3 x10® milhdes/mm? £ 2,6; HEC-P 29,7 x10® milhdes/mm? + 20,7) e no fibrinogénio plasmatico (An 2,36 g/L £ 0,8;
HEC-P 3,6 g/L + 1,7). N&o houve diferenca significativa (p > 0,05) nos triglcerideos séricos (An 66,4 mg/dL + 23,2; HEC-P
105,8 mg/dL + 45,3) e no colesterol total sérico (An 140,7 mg/dL + 23,4; HEC-P 181,2 mg/dL * 92,9). A glicemia basal ndo
variou (p > 0,05) entre os grupos anestro (89,1 mg/dL + 10,9) e HEC-P (83,4 mg/dL + 10,8) nem nos tempos 3 (An 270,1 mg/dL
+64,9; HEC-P 264,5 mg/dL + 70,8), 5 (An 235,8 mg/dL * 39,3; HEC-P 245 mg/dL + 51,7), 7 (An 206 mg/dL + 35; HEC-P 209,5
mg/dL £ 56,1) e 15 minutos (An 165,8 mg/dL + 32,1; HEC-P 195,1 mg/dL + 50,7). Contudo, nos tempos 30 (An 104,8 mg/dL
+29; HEC-P 159,3 mg/dL + 54,1), 45 (An 86,8 mg/dL + 14,1; HEC-P 129,9 mg/dL + 44,6) e 60 minutos de IVGTT (An 91,5 mg/
dL + 12; HEC-P 122,4 mg/dL + 38,3), observou-se um aumento significativo (p < 0,05) na glicemia do grupo HEC-P em compa-
racéo ao grupo anestro.

N&o houve diferenga significativa (p>0,05) entre a ligacéo total em ambos grupos (An 1372 cpm + 500; HEC-P
1177 cpm + 250). A reducdo percentual a partir da ligagéo total (100%) em presenca de concentra¢des crescentes de
insulina regular humana no grupo anestro foi de 70% (0,1 pg/ml); 70% (1 pg/ml); 59% (10 pg/ml); 56% (100 pg/ml); 48% (250
pg/ml) e 49% (500 pg/ml). No grupo HEC-P a reducéo percentual a partir da ligacéo total foi 94% (0,1 pg/ml); 74% (1 pg/ml);
68% (10 pg/ml); 61% (100 pg/ml); 51% (250 pg/ml) e 54% (500 pg/ml). O percentual de reducao observado da ligacéo total
na presenca de 0,1 pg/ml de insulina regular humana foi significativamente diferente (p < 0,001) entre os grupos.

DISCUSSAO

Os valores elevados de leucometria total e de fibrinogénio evidenciam o estado inflamatério do grupo HEC-P, o
gue pode estar relacionado a intolerancia a glicose detectada no presente estudo [2,4,7,10]. A determinagao futura da insu-
linemia e avaliacéo funcional dos receptores de insulina no presente estudo, permitirdo averiguar a presenca e caracteris-
tica da resisténcia insulinica. A avaliagdo histopatoldgica das amostras uterinas do grupo HEC-P permitird a divisdo em dois
sub-grupos: hiperplasia endometrial cistica isolada e piometra. Esta divisdo podera explicar as diferentes magnitudes de
resposta inflamatéria observadas no grupo HEC-P (leucécitos totais entre 18 x10°® milh6es/mm? e 96 x10® milhdes/mm3).
Algumas pacientes com HEC-P em excelente condi¢@o pré-operatdria e com valores de leucdcitos totais pouco elevados;
apresentaram respostas ao IVGTT idénticas a respostas de cadelas controle. A avaliagado histopatoldgica de Gteros de algumas
destas pacientes evidenciou a presenca isolada de hiperplasia endometrial cistica. Apesar de piometras graves nao apre-
sentarem valores de colesterol e triglicerideos significativamente diferentes daqueles do grupo controle; os maiores valores
(406 mg/dL) foram observados em pacientes com piometras graves [3]. Da mesma forma, observou-se correlacéo positiva
entre grau de risco anestésico e maior magnitude de intolerancia a glicose no IVGTT [3,4,7]. Entretanto, algumas pacientes
com piometra grave apresentaram elevacéo de pequena magnitude na glicemia (156 mg/dL) durante a fase inicial do IVGTT.
O desvio de glicose para o sistema imunoldgico pode explicar estes resultados em alguns casos [1].

A menor inibicdo da ligacéo total em presenca de insulina regular na concentracéo de 0,1 pg/ml observada no
grupo HEC-P pode evidenciar um perfil diferente de ligacdo entre a insulina e seus receptores de alta e baixa afinidade em
membranas musculares. A andlise destes dados com o programa de Scatchard permitira a determinagdo da concentragdo
dos receptores de insulina por pg de proteina de membrana bem como a determinagdo da constante de dissociagdo horménio-
receptor [10]. A andlise posterior da atividade tirosina-quinase do receptor de insulina permitird a avaliagdo da repercussao
de um evento inflamatério/infeccioso no primeiro passo intra-celular na cascata de sinalizagdo da insulina [4]. A importancia
de eventos relacionados ao receptor de insulina ou eventos pés-receptor no desenvolvimento da Diabetes mellitus canina
ainda sdo pouco conhecidos [2]. A intolerancia a glicose apresentada pelas pacientes com HEC-P pode ser o evento desen-
cadeante do estado diabético nessas cadelas.

CONCLUSAO

O complexo HEC-P representa um fator de risco ao desenvolvimento de Diabetes mellitus em cadelas predispostas.
Novos experimentos e andlises permitiréo esclarecer de forma mais clara os mecanismos envolvidos nesta interagéo imuno-
enddcrina.

NOTAS INFORMATIVAS

!Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa, Brasil.

2Accu-Check Active, Roche Diagnostica, Jacarepagua, Brasil.

33-[**%1] iodotyrosyl A ¥l insulin, human recombinant, Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido.
“Biohulin R, Biobras, Montes Claros, Brasil.

SGF/B, Whatman, Maidstone, Inglaterra.
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