P

L Acta Scientiae Veterinariae. 35(Supl 2): s465-s467, 2007.

# ISSN 1678-0345 (Print)
PP we e i ISSN 1679-9216 (Online)

Influéncia do complexo hiperplasia endometrial cistica — piometra
na sensibilidade periférica a insulina e predisposicdo a diabetes
mellitus: resultados preliminares
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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.
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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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