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Apos a corregio de alguns dados da tabela "Analise Histopatologica" a
pag. 68 (maiores alteragdes: caso P19, cornea supra papilar: o correto é 23,34, caso P23,
cornea na depressdo do epitélio: o correto € 37,09, caso P37, cOrnea supra papilar: o
comreto € 21,63), descreve-se algumas variagGes em resultados. As tabelas corrigidas
seguem-se nas proximas paginas.

A camada cornea na regido supra papilar passa a diferir entre os grupos 1 e 3 de
modo proximo a significincia estatistica (o valor de p muda de 0,111 para 0,055) - pag.
28.

A correlagdo entre a camada cormea na depressio do epitélio e o indice
insulinogénico aos 120" se altera (o valor de p muda de 0,019 para 0,054)- pag. 23.

A correlagio entre a camada cOrnea na depressdo do epitélio e¢ o indice
insulinogénico ao jejum se altera (o valor de p muda de 0,049 para 0,062) - pag.23.




Meédias, desvios padrdes e comparagBes das variaveis Valores corrigidos
referentes as tabelas das paginas 26 a 28.

Gl n=10 G2 n=8 G3 n=9 GIXG2 GIXG3 G2XG3
Papila
média 246,25 136,40 124,25 p=0,019 p=0,004 p=0,736
DP DP 85,46 DP 50,67 DP 37,64
Cone
média 208,11 140,01 122,47 p=0,019 p=0,005 p=0,136
DP DP 62,53 DP 29,12 DP 36,23
Camada cornea
(depressdo epit)
média 104,69 50,12 51,78 p=0,009 p=0,016 p=0,665
DP DP 54,83 DP 13,33 DP 31,56
Camada cornea
(supra papilar)
média 35,94 21,18 19,23 p=0,120 p=0,055 p=0,248
DP DP 20,54 DP 4,49 DP 9,85
n={l n=y9 n=ea
Insulina Jejum
média e DP 2550 21,14 9,44 p=0,569  p=0,009  p=0,053
DP 13,69 DP 12,55 DP 5,95
Insulina 12¢
média e DP 131,73 73,44 40,75 p=0,027  p=0,001  p=0,060
DP 68,94 DP 33,72 DP 1823
Area Insulina
média 15702,95 10362,17 4965,38 p=0,149  p=0,001  p=0,001
DP DP 6828,15 DP 1590,40 DP 1614,73

ind. Ins. Jejum
média e DP 031DP0,18 025DP0,13 0,11DP008  p=0494 p=0,014  p=0,043

ind Ins. 120
média e DP 1,13DP 0,65 0,66DP0,22 0,39 DP 0,15 p=0,053  p=0,002  p=0,024

ind. Ins. Area
médiaeDP  LO4DPO054 076DP022 039DP0OJ14  p=0323 p=0,002  p=0,003



Coeficientes de cotrelagiio e valores corrigidos de p<0,05. Referentes a pag. 22 e

23 da tese.

Em relagdo ao grupo 1: ndo muda.
Analisando os 3 grupos n=25:

Papila
Cone

Camada
cornea na
depressdo do
epitélio

Camada
cOrnea na
regifio supra
papilar

insulina 120’

coef 0,51
p=0,010

coef 0,47
p=0,018

coef 0,43
p=0,031

indice insul.

120'

coef 0,51
p=0,010

area de
insulina

coef 0,53
p=0,006

coef 0,45
p=0,024

indice insul. de

area de
insulina
coef 0,44
p=0,029

coef :0,57
p=0,003

coef 0,48
p=0,015

coef: 0,41

p=0,041

indice
insul.de jejum



Anilise Histopatologica - Dados corrigidos

Pac Gr R & local AN FeCol. Papila Cone Cém. {dep) Comn. (57) insQ  ins 120 area
Pt i ¢ F A 2+ 1+ 166,59 145,60 108,80 31,59 4400 20000 2841000
P2 1 ¢ F A 3+ 1+ 250,17 25101 183,29 38,29 8500 240,00 3442500
P3 1 N F F 2+ 1+ 211,06 185 50 46,88 14,18 23,00 95,00 1587000
) 1 N F _ 1+ _ _ _ _ - 2500 90,00 907500
PB i{f ¢ F P 2+ 1+ 80,14 124,35 25,12 15,10 56,00 _ _

P8 1 N F A 3+ 1+ 126,689 108,17 55,06 14,23 45,00 46,00 150,00
F7 1 C F P 2+ 1+ 186,42 184,90 7745 12,21 4000 130,00 14700,00
P8 t C F P 3+ 1+ 425,72 230,07 460,46 128,37 35,00 12000 985500
P9 1 ¢ F A 2+ 1+ 282 86 159,13 53,85 58,65 500 58,00 616500
Fi0 t ¢ F A 2+ 1+ 27404 21394 108,39 71,37 2300 16000 1789500
Pit 1 ¢ F P 1+ 1+ 376,80 258,13 179,85 31,25 10,00 150,00 23400,00
F12 t N F _ 3+ _ _ _ _ _ 1900 19000 2038500
P13 1 N F A 3+ 1+ 167,07 250,00 21351 56,20 32,00 9000 978000
P14 1 N F A 3+ 1+ 325,24 267,31 116,44 20,16 13,50 185000 1790250
F34 1 N F A 2+ 1+ 3274 30839 88 53 40,53 B _ _
P15 2 ¢ F A 1+ 173,49 150,35 64,18 25,24 3400 10000 912000
F16 2 C F A T+ 79,66 135,22 72,75 27,64 1600 7400 10050,00
P17 2 N F A 1+ 12459 137,81 4417 22,07 6,80 74,00 733200
P18 2 N F A 1+ 183,49 130,22 57,60 18,63 27,00 32,00 9285 00
F19 2 C F A 1+ 180,29 143,27 42 67 2334 5,00 a0,00 10905,00
P20 2 & F A 1+ 189,21 168,08 5337 13,46 28,00 6600 1137000
P21 2 N F _ _ _ _ _ _ 1950 4300 1245750
P22 2 £ F A 1+ 80,38 110,96 3,02 17,86 4200 4200 10860,00
P23 2 ¢ F P T+ 80,12 10517 37,09 21,20 12,00 14000 1188D,00
P24 3 Cc F A 1+ 92,96 98,08 4,47 11,75 7.00 7400 516300
P25 3 C F A 1+ 138,56 121,25 78,77 21,20 500 4500  3645,00
P25 3 C F A 2+ 126,95 129,21 16,13 10,41 1000 4500 563500
P27 3 ¢ F A 1+ 187,33 151,85 41 .59 16,30 1500 41,00 471000
P28 3 N F A 2+ 168,27 20055 122,60 41,27 29150 3300 633000
F29 3 ¢ F A 1+ 96,15 82,62 55,89 25,84 5,00 50,00 754500
P35 3 ¢ M A i+ 105,43 93,75 38,46 12,26 7,00 1400 438500
P36 3 N M A 1+ 133,15 124 47 32,04 12,43 5,00 23,00 231000
P37 3 € F A 1+ 69,45 100,36 39,11 21,63
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Resumo

A Acantose Nigricante (AN) benigna esta associada a diversas endocrinopatias e alteragSes
metabolioas, particularmente a resisténcia insulinicn, A dermatose é encontrada mais
* freqiientemente nos pacientes obesos, e obesidade ¢ uma condigéo de resisténcia insulinica.
Alguns trabalhos tém mostrado assdcia@ﬁo de resisténcia insulinica com presenga de
deposito de mucopolissacarides na derme papilar em cortes histologicos de AN. Este estudo
foi realizado com o objetivo de se avaliar a resposta insulinica ap6s o teste oral de tolerdncia
a glicose (TOTG) em obesos com AN e comparar com grupos controle, além de
correlacionar com os aspectos histopatoldgicos e histoquimicos. Para tanto, foram avaliados
33 pacientés: 14 Obesos com AN (Grupo 1), 9 Obesos Normais (Grupo 2), e um 'gruf)o
controle de 10 pacientes com peso normal. Para o estudo histologico, foi possivel obter
an{ilise de 13 pacientes obesos com AN, 8 pacientes obesos sem AN e 9 pacientes de peso
normal. Foram avaliados os niveis de insulina ao jejum, aos 120°, a 4rea sob a curva de
insulina e os indices insulinogénicos (0', 120" e area). Biopsias de pele foram analisadas pela
coloragio pelo ferro coloidal para pesquisa de mucopolissacarides na lesdo cutinea e nos
grupos controle, na mesma regido anatomica. Os resultados mostraram diferenca
significativa na insulina aos 120’ do TOTG entre os grupos 1 e 2 (p<0,05), e o indice
insulinogénico aos 120’ mostrou valores muito proximos do limite da significincia estatistica
(p=0,053). Ao estudo de correlagdo, quando aﬁalisados os 3 grupos em conjunto, foi
observado correlagio linear positiva entre niveis de insulina (120", indice insulinogénico aos
120", area de insulina e indice de area de insulina) e espessura da epiderme e camada cornea
(p<0,05) ¢ entre medidas da papila e indice de &rea de insulina (p<0,05). Néo houve
diferengas a coloragio pelo ferro coloidal na area da AN, comparada com os grupos
controle. Pacientes obesos sem AN apresentaram maior area de insulina (p<0,05) quando
comparados com pacientes magros sem AN, a despeito das medidas do epitelio e papila

serem proximas, o que sugere que niveis altos de insulina isoladamente ndo justificam a
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lesdo dermatologica. Conclui-se que obesos com AN apresentam resisténcia insulinica maior
que obesos sem AN, que a resisténcia insulinica ndo estd associada & maior presenga de
mucopolissacarides na derme e que niveis sangiineos de insulina estdo associados a
espessura da epiderme e camada cornea. Em contrapartida, niveis altos de insulina
isoladamente ndio justificam a lesdo dermatolégica. A presenca de mucopolissacarides na
derme papilar na regido da axila mostrou ser esse um achado normal. O presente trabatho

sugere influéncia da insulina no crescimento epitelial.

Palavras-chave: " Acantose Nigricante, Resisténcia Insulinica, Obesidade, Ferro Coloidal,

Mucopolissacarides.



Capitulo 1 : Introdugao

A Acantose Nigricante (AN) ¢é uma dermatose caracterizada por
hiperpigmentacéio e um aspecto rugoso, aveludado, localizando-se principalmente nas areas
- de dobras, como pescogo, axilas, regides inguinocrural e inframamaria, embora possa

ocorrer também em superficies extensoras € mucosas.

Foi descrita em 1889 por Pollitzer e Janvovsky, que suspeitavam da associagdo
da dermatose com neoplasia, o que foi corroborado quatro anos apos por Darier. Assim, a
AN foi iniciaimente descrita como uma paraneoplasia -Acantose Nigricante maligna- e

.

tumores gastricos sdo os mais frequentemente associados a dermatose.

Posteriormente foi descrita em associagdo com endocrinopatias diversas, como
diai)etes, sindrome dos ovarios policisticos, entre outras; sindromes congénitas, drogas,
obesidade, de surgimento familiar (BROWN & WINKELMANN, 1968, TASJIAN &
JARRAT, 1984), ¢ mais recentemente, ¢ de modo mais freqiiente, em associagio com

resisténcia insulinica -Acantose Nigricante benigna.

Diabetes Mellitus insulino resistente foi descrito em associagio com AN na
década de 50, e grandes avangos foram obtidos apés 0 trabaihb de KAHN et al, que, em
1976 relataram 6 pacientes com hiperandrogenismo, insulino resisténcia e AN (Sindrome
HAIR-AN) sendo que 3 delas eram jovens do sexo feminino ndio obesas, com ovarios
policisticos e com diminuig&o do mamero de receptores de insulina, caracterizando o tipo A
da sindrome. As outras 3 pacientes apresentavam faixa etaria mator, manifestagéio de doenga
autoimune ¢ presenga de anticorpos anti receptor de insulina, caracterizando o tipo B da

sindrome. Posteriormente foi descrito o tipo C da sindrome, onde a ligagio da insulina com



o seu receptor estaria normal, 0 que sugere um defeito na acgdo da insulina a nivel pos

receptor (MISBIN et al, 1988, BARBIERI & RYAN, 1983b).

O avango no conhecimento da AN e sua associagdo com resisténcia insulinica
vém confirmar a importincia da dermatose como marcadora de doenca interna, mesmo que

esta ndo se apresente climcamente.

Embora muitas vezes ndo valorizada pelo paciente, j& que .a dermatose €
praticamente assintomatica, ¢ da maior importéncia o reconhecimento da mesma pelo

meédico, em fungio da sua associagdo com doengas téo diversas.

A etiopatogenia da AN ainda ndo é conhecida. Fatores de crescimento que tém
acdo na epiderme ou tecido conjuntivo podem desempenhar_ algum papel na origem da‘l AN
maligna, como o fator de crescimento epidérmico -EGF- (ELLIS et al, 1987, FROHMAN,
1992), o fator de crescimento alfa transformante (oTGF) (EBLING, EADY. & LEIGH,
1992), enire outros, porém ndo ha até 0 momento evidéncias da agdo desses fatores de
crescimento na AN benigna. Deficiéncia de 4cidos graxos essenciais nos lipideos
epidérmicos foi apontada como causa da lesio dermatologica (SHERERTZ, 1988), mas essa
hipotese ainda necessita maiores estudos. Alguns hormdnios também foram aventados como
possiveis causadores da AN benigna (BERNSTEIN et al, 1983), devido 4 associagdo desta
com endocrinopatias, mas na atualidade, maiores atengdes tém sido dadas aos estados de

insulino resisténcia.

Varios autores sugerem que a insulina age, entre ouiros, nos receptores dos
queratinocitos epidérmicos, promovendo seu crescimento. Essa agiio podera ocorrer através
do seu receptor classico, ou através de receptores para fatores de crescimento “insulina like”
(FLIER, 1985, CRUZ JR & HUD IR, 1992). Os receptores classicos para insulina e os
receptores para fator de crescimento "insulina like" (IGF-1) tém sido identificados em
cultura de fibroblastos humanos e em cultura de queratinocitos (VERRANDO &
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ORTONNE, 1985). Além disso, estudos “in vivo” t€ém demonstrado que a insulina pode
atravessar a jungdic dermo-epidérmica para alcangar os queratinocitos (VERRANDO &
ORTONNE, 1985) ¢ a mesma promove migragdo de queratindcitos, observado em estudos

de farmacocinética (ANDO &.JENSEN, 1993).

O efeito da hiperinsulinemia na pele ndo esta claramente definido. As lesdes de
AN podem representar um efeito isolado (OBER, 1985) ou combinado de produgio de
insulina aumentada e/ou androgenos nos receptores da pele para insulina e para IGF-1
(GRASINGER, WILD ¢ PARKER, 1993). Alguns autores &xcluem um papel etiologico
primario dos androgenos na AN, baseados no relato de uma paciente com AN, amenorréia e
resisténcia a insulina, que exibia atresia ovariena a laparoscopia € sem aumento de

androgenos no sangue (WORTSMAN et al, 1983).

Sugere-se que, em baixas concentragBes plasmaticas de insulina, os efeitos no
crescimento epidérmico .sejam mediados pelos receptores classicos, enquanto que em altas
concentragdes plasmaticas, os efeitos seriam mediados pelos receptores para fator de
crescimento insulina-like, ja que esses receptores apresentam homologia estrutural com o
receptor da insulina (KELLET et al, 1988). Contudo, a dermatose ja foi descrita em
pacientes com a sindrome tipo A de resisténcia insulinica em paciente com diminui¢do de
receptores para insulina e para IGF-1, o que sugere a intermediagio de algum outro receptor

para fator de crescimento (DUNAIF et al, 1991).

O exame histopatologico geralmente contribui pouco para o diagnostico da AN,
que ¢ essencialmente clinico. Podemos encontrar acantose irregular, que pode ser discreta,
hiperceratose, ¢ principalmente papilomatose (ELDER et al, 1997). Alguns trabathos
demonstram que essas alteragdes histologicas podem estar presentes sem evidéncia da lesdo

clinica (DUNAIF et al, 1991).



Na ultima década, alguns poucos estudos que utilizaram coloragdes especiais
(histoquimica) demonstraram deposito de mucopolissacarides na derme em COres
histologicos de AN. YAMADA, 1992, estudando pacientes obesas com a sindrome HAIR-~
AN, demonstrou que €sse deposito ¢ mais acentuado na derme da area com leséo, quando
comparada com a derme de pele sa. MATSUOKA, GAVIN & GOLDMAN, 1987,

estudaram 26  pacientes com endocrinopatias  diversas, ¢ todos apresentavam
mpennsullmsmo basal. A biépsia da pele com AN revelou deposito de mucopohssacandes a
coloragdo pelo ferro coloidal. Esses autores sugerem, por esses achados, que em _condicﬁes
de hiperinsulinismo, poderia haver uma maior estimulagdo dos fibroblastos dérmicos,

ocasionando maior produgéo de mucopolissacarides na derme.

A resisténcia insulinica ¢ definida quando uma determinada concentragdo. de .
insulina produz respoéta biologica subnormal (FLIER, 1983). Comumente ela se acompanha
de hiperinsulinismo compensatorio, € quando ocorre a exaustdo das células § do pancreas,

pode surgir diabetes mellitus (SCHWARTZ, 1994, OPPENHEIMER, LINDER &
DIMARTINO-NARDI, 1995). |

Virios disturbios endocrinos podem estar associados & resisténcia a acdo da
insulina, entre eles a sindrome de Cushing, a acromegalia (AKIYAMA et al, 1991; UNAL,
SAHIN, KELESTIMUR, 1993), entre outros, € mais freqilentemente, a a obesidade (MOTA,
1993). |

A insulina ¢ o principal horménio controlador da glicose sanguinea, além de
"influenciar o crescimento € a diferenciagdo celular, agindo na sintese do DNA e RNA, ¢

participar no metabolismo dos lipideos e proteinas (FLIER, 1983).

A aciio da insulina na célula ocorre apos a ligagho com 0 5€U receptor especifico,
que € uma glicoproteina composta por 2 subunidades alfa e 2 subunidades beta, unidas por
pontes de dissulfeto. A subunidade alfa ¢ extracelular e contém 0 sitio de ligagdo com 2
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insulina. A subunidade beta apresenta uma parte transmembrana e outra parte intracelular

que apresenta atividade de tirosina quinase (FEISTEIN et al, 1993; ACCILI ¢t al, 1992).

Apos a ligagdo da insulina com 2 subunidade alfa, a subunidade beta ¢ ativada,
resultando num processc autocatalitico - Autofosforilagio - , onde o ATP age como O
doador de fosfato (KAHN & WHITE, 1988). A autofosforilagiio do recepior ocorre atraveés
de uma cascata de fosforilagio dos residuos tirosinicos da subunidade beta, e essa reagdo é
crucial para a agdo da insuiina (MISBIN et al, 1988), baja visto que mutagdes no receptor
ou anticorpos que inibam a tirosina quinase anulam a sinalizagdo da insulina (FEINSTEIN et
al, 1993).

Os eventos posteriores a autofosforilagio do receptor ainda ndo estdo
completamenie esclarecidos, porém o modelo mais aceito de agfio da insulina sugere ‘que,
apos a fosforilagéo do receptor, haveria a fosforilagio do IRS-1 (“Insulin receptor substrate
1), que € uma 'proteina de 185 kilodaltons, que se ligaria a moléculas adaptadoras e
enzimas, gerando os varios efeitos biologicos da insulina. O IRS-1, entéo, teria o papel de

proteina “ancoradoura”.

Muitas dessas proteinas que participam da sinalizagdo da insulina estdo sendo
descritas, porém ainda néo sdo completamente conhecidos 0s eventos bioquimicos
intracelulares que culminam com as agdes finais da insulina (FOLLI, SAAD & KAHN,

1996; MULLER-WIELAND et al, 1993).

Resisténcia insulinica pode acontecer devido a alteracdes prévias 4 ligagio da
insulina com o seu receptor, devido a alteragoes na ligaghio, devido a alteragBes pos ligagio
da insulina com o seu receptor, ou resultar de um prejuizo na translocagio da glicose através
da membrana plasmatica, além de possiveis alteragdes regulatorias dos lipideos (SUGDEN
& HOLNESS, 1990).



Anticorpos anti insulina (FIER,1983), molécula de insulina estruturalmente

anormal (OLEFSKY, 1992), sdo causas de resisténcia insulinica por alteragéio pré receptor.

Anticorpos anti receptor de insulina, como nas doengas auto imunes (KELLET
et al, 1988; TAYLOR et al, 1982; MISBIN et al, 1988), diminui¢do da afinidade do receptor
para a insulina, causada por pexemplo por muta¢Ses no receptor (GOLDSTEIN e KAHN,
1989), diminui¢do do namero de receptores para a insulina (THIVOLET et al, 1988 |
MARIANI et al, 1982), que também ocorre na obesidade, sdo causas de alteragbes na

ligagdo da insulina com o seu receptor.

Alteracdes pos ligacio da insulina com o seu receptor podem ocorrer na
sindrome HAIR-AN tipo C (MISBIN et al, 1988, LEBLANC et al, 1984), e também na
obesidade, embora os mecanismos no sejam totalmente conhecidos. As alteragdes que
ocorrem apos a ligagdo da insulina com o seu receptor podem envolver varias moléculas

importantes que participam do efeito final da insulina.

Na presenga de hiperinsulinemia, pode haver diminuigdo do numero de
receptores para msulina, fendmeno chamado “down regulation”. Pacientes com obesidade

ou insulinoma tém diminui¢do do nimero de receptores de 60 a 70% (BAR et al, 1978).

Ha estudos sugerindo que a insulina em niveis fisiologicos, age no seu receptor
classico, porém quando presente em niveis supra fisiologicos, exerceria agio através dos
receptores para fator de crescimento insulina like I -“Insulin like growth factor” - IGF-1 ou
" Somatomedina C (SCHMID, 1993; RENDON et al, 1989). Esse receptor compartilha mais
de 80% de semelhanga estrutural no dominio da “tirosina quinase”, mas tem pouca
semethanga estrutural no dominio extracelular. Dessa forma, podera haver fosforilacdo, pela
insuling em niveis elevados, de varios sitios dessa regido analoga dos receptores para IGF-1

(WHITE & KAHN, 1994).



As somatomedinas séio mediadoras da a¢fio do horménio do crescimento (GH)
em varios tecidos, sendo a mais importante a somatomedina C ou IGF-1. O figado € o
principal érgdo sintetizador das somatomedinas, sob o estimulo do GH (FROESCH &
HUSSAIN, 1993), mas as mesmas podem também ser secretadas de modo paracrino e
autocrino. Existem evidéncias de que também o IGF-1 em altas concentragdes reage
cruzadamente com o0s receptores de insulina, exercendo efeitos “insulina like” (PARISH,
1992). Trabalhos recentes tém enfatizado a agéo desse hormdnio e suas proteinas ligadoras,
especialmente a IGFBP-3 (“Insulin-like Growth Factor-Binding Protein 3) na modulagdo do
crescimento (WRAIGHT et al, 1994) e migra¢do de queratindcitos (ANDO & JENSEN,
1993).

Os ovarios, assim como a pele, representam o6rg3os alvo de agéo da insuling,
quando em niveis supra fisiologicos (VERRANDO & ORTONNE, 1985; BARBIERI &
RYAN, 1983). A insulina pode apresentar um efeito esteroidogénico sobre os ovérios,

através da agiio em seus proprios receptores, ou através dos receptores para IGF-1, ambos
presentes no estroma ovariano (BARBIERI, 1994). Esse efeito esteroidogénico podera
resultar de uma agio sinérgica com ¢ LH na sindrome HAIR-AN (DUNAIF et al, 1985 ;
AZIZIZ, 1994). Receptores para insulina tém sido demonstrados em tecido ovariano suino e
humano (BARBIERI, MAKRIS and RYAN, 1983a, FLIER et al, 1985) e receptores para

IGF-1 tém sido encontrados tanto nos ovarios como na pele (HODAK et al, 1996).

A resisténcia a4 agdo da insulina na homeostase da glicose ndo necessariamente
reflete resisténcia as outras agdes da insulina, como por exemplo o transporte de potassio
| (SAAD & FOSS, 1989). A regulagio do receptor insulinico no ovério parece se processar
de maneira diversa da regulaciio em Orgdos alvo tradicionais (MANTZOROS, LAWRENCE
& LEVY, 1995), ou a insulina em niveis supra fisiologicos, podera interagir com receptores

para IGF-1 no ovario (BARBIERI, 1994).



Varios meétodos laboratoriais podem demonstrar resisténcia insulinica, sendo o
clampeamento hiperinsulinémico euglicémico (“Clamp”) considerado o “padrio ouro”
(STARKE, 1992). Esse método diagnostica e quantifica a resisténcia insulinica. O teste de
tolerncia a insulina (TTI) também é um bom método para avaliar resisténcia insulinica

(GELDING et al, 1994), entre outros.

O teste oral de tolerdncia & glicose (TOTG) e a curva de insulina s30 um método
simples ¢ de facil execugio, BARBIERI & RYAN, 1983b, consideram resisténcia leve,
quando os niveis de insulina e glicose no jejum forem normais, porém com niveis de insulina
alterados apods sobrecarga de glicose. Resisténcia moderada a grave ocorre com aumento da
insulina sanguinea no jejum, com a glicose normal ou aumentada.

A associagio da AN com obesidade ¢ largamente reconhecida. Curth, em 1955,
denominou o termo “Pseudo Acantose Nigricante” aos casos em que a dermatose estava
presente nos obesos sem endocrinopatia subjacente. Fatores locais, come atrito € suor eram
implicados como causas dessa dermatose nos obesos (BROWN & WINKELMANN, 1968).
Porém, trabalhos posteriores demonstraram que a AN € uma dermatose marcadora de
resisténcia insulinica nos pacientes obesos, quando comparados com grupos controle com

grau de obesidade semelhante (HUD JR et al, 1992).

A AN apresenta maior prevaléncia nos pacientes cbesos (SCHWARTZ, 1994), e
tem sido relatado que quanto maior a obesidade, maior a chance de surgimento dessa
dermatose. HUD JR et al, 1992, observaram uma prevaléncia de 74% da AN em 34
" pacientes obesos examinados ao acaso, sendo o grau da obesidade um fator importante na
dermatose, pois 80% dos pacientes com 200% ou mais do peso ideal corporal apresentaram
AN, confirmando a observagdo de STUART et al, 1986, que detectaram presenga de AN
num percentual de 66 % nas criangas com 200% ou mais do peso corporal ideal. Além
disso, o tempo de obesidade parece ser maior nas pacientes obesas com a sindrome HAIR-
AN, quando comparadas a obesas sem AN (WAJCHENBERG et al, 1988).
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Sabe-se que, na obesidade, hi uma combinagic de alteragSes na aglio da
insulina, podendo haver diminui¢do do nmimero de receptores (“down regulation™), e
principalmente alteragbes pos receptor, levando a4 uma insensibilidade tecidual & insulina,
além de outros fatores provaveis, como redugdo na capacidade de metabolizar a glicose
(WAJCHENBERG et al, 1988). Ainda ndo se sabe até que ponto ha a diminui¢do da ligagdo
do hormdnio primariamente ou secundariamente ao “down regulation” induzido pela
hiperinsulinemia, embora a segunda hipotese seja mais aceita, ha estudos que mostram que a
incubacdo de células com altas concentragdes de insulina estimula a taxa de degradagdo do
receptor de insulina e pode também diminuir os niveis de RNA mensageiro para o gene do

receptor de insulina ("apud" MULLER WIELAND et al, 1993).

Grande aten¢do foi dada a sindrome HAIR-AN nos ultimos quinze anos, e
varios autores demonstraram associagdo de obesidade, AN e resisténcia insulinica, além de
hiperandrogenismo (RICHARDS et al, 1985; PETERS et al, 1986; GRASINGER, WILD &
PARKER, 1993), comprovando que obesos com AN exibem alteragfes metabdlicas, como a
resisténcia & agfio da insulina, que pode se apresentar de leve a grave, dependendo das
alteragtes que envolvem a interagdo da insulina com o seu receptor especifico, ou das

alterages pos receptor.

A concentragio da insulina plasmatica € geralmente, mas ndo sempre,
aumentada na obesidade humana (SALANS,1987). A hiperinsulinemia é provavelmente
consequéncia da hiperfagia (FLIER, 1983). Existem evidéncias em modelos animais de
" obesidade que, quanto maior e mais duradoura a hiperinsulinemia, maior sera a resisténcia

insulinica (CUSIN et al, 1992).

PETERS, STUART & PRINCE, 1986, demonstraram diminui¢io do numero de
receptores para insulina, mais do que diminuigio da afinidade de ligagiio em obesos com
AN, que aumentaram apés dieta hipocalorica. Trabalhos em ratos obesos apontam um papel
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causal do fator de necrose tumoral na supresséio da fosforilagio do receptor da insulina, e
sugerem que este fator seja uma das causas da resisténcia insulinica na obesidade

(FEINSTEIN et al, 1993).

Parece haver um subgrupo de pacientes obesas com sinais e sintomas da
sindrome HAIR-AN tipo A, ja que na descrigdo original da sindrome, as pacientes ndo
apresentavam obesidade (FLIER et al, 1985). Esses autores sugerem que o defeito na
ligagéo da insulina com o seu receptor seja conseqiéncia da hiperinsulinemia, pois essas
pacientes obesas, quando foram submetidos a restri¢io calorica, apresentaram melhora nos
pardmetros de ligag#o da insulina com o seu receptor. Isso difere das pacientes com defeito
no receptor {ou pos receptor) geneticamente determinado, cujos pardmetros de ligagio da

insulina ndo melhoram com o jejum.

Na obesidade pode haver também alteragGes no metabolismo dos andrégenos,
como aumento da producio dos mesmos e diminuigdo dos niveis da globulina que liga o
estradiol e a testosterona, aumentando a fragdo livre desses hormdnios (DUNAIF, 1985).
Na sindrome HAIR-AN em criangas, o hiperandrogenismo parece se inciar com a
puberdade, devido a interferéncia da hiperinsulinemia sobre a fungio ovariana, aumentando

a produgio de andrégenos (RICHARDS et al 1985, BARBIERI, 1994),

Boa parte das pesquisas até o momento deu énfase ao estudo de obesas com a
sindrome HAIR-AN, embora haja estudos em obesos com AN sem a sindrome (HUD JR et
al, 1992). Trabalhos recentes apontam que outros fatores, ndo somente a resisténcia
" insulinica, podem estar associados a AN das pacientes obesas com a sindrome dos ovarios
policisticos (PANIDIS et al, 1995).

O primeiro motivo do estudo surgiu para se avaliar os niveis insulinémicos de
obesos com AN, e compara-los com grupos obeso e magro controle, além de correlaciona-

los com os achados histopatoldgicos obtidos na mesma regido anatdmica.
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0 segundo motivo do estudo surgiu em fungdo da necessidade de se esclarecer o
papel da presenca de mucopolissacarides na lesdio dermatologica, devido a escassez de

trabalhos que abordem o assunto.
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Objetivos

O presente estudo objetiva;

I - Comparar a resposta insulinica apds o teste oral de tolerdncia a glicose entre

pacientes obesos com AN e obesos sem AN.
II - Comparar os achados histopatologicos e histoquimicos entre pacientes

obesos com AN, obesos sem AN e pacientes com indice de massa corpdrea normal, e

correlaciona-los com os niveis de insulina.
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Capitulo 2 : Materiais e Métodos

Foram avaliados 46 pacientes, selecionados de forma aleatoria dos ambulatorios
de Endocrinologia e Nutrigdo do Hospital Celso Pierro da PUC de Campinas e¢ do
Ambulatorio de Dermatologia do Hospital das Clinicas da UNICAMP. Quatorze pacientes
participaram do grupo obeso com Acantose Nigricante (Grupo 1), nove pacientes
participaram do grupo obeso sem AN (Grupo 2), o dez pacientes com indice de massa
corporea normal e sem AN participaram do grupo normal (Grupo 3). Para o estudo
histoldgico, 13 pacientes participaram do grupo 1, 8 pacientes participaram do grupo 2 e 9
pacientes participaram do grupo 3. O periodo de coleta de dados durou 1 ano e meio. Q
grupo controle obeso sem AN foi pareado para idade, sexo, raga e indice de massa corpléreé
e 0 grupo controle com indice de massa corpérea normal sem AN foi igualado para sexo,

raga ¢ idade,

O estudo foi submetido 2 avaliagio pela Comissdio de Etica do Hospital das
Clinicas da Unicamp, tendo sido aprovado em Janeiro de 1995. Todos os pacientes deram
seu consentimento por escrito antes de participarem de qualquer procedimento do estudo. A
pequena amostra de pacientes com AN se justifica pela dificuldade de se selecionar pacientes
obesos em acompanhamento ambulatorial que ndo estejam sob uso de qualquer medicagio
que possa interferir na analise hormonal, particularmente a avaliagio da sensibilidade a
insulina. Diuréticos, bloqueadores adrenérgicos, inibidores de enzima de conversio da
. angiotensina sdo algumas das drogas usadas na pratica médica que interferem na analise da

sensibilidade a insulina (STARKE, 1992).
Os pacientes foram submetidos a

1 - Historia Clinica e exame fisico apurados.
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Pacientes em uso de medicamentos que pudessem interferir na analise foram
excluidos do estudo, assim como pacientes portadores de doengas sistémicas graves,

Pacientes sabidamente diabéticos ndo foram incluidos no estudo.

Os pacientes foram questionados sobre o tempo de obesidade, e quando os
mesmos referiam que a obesidade surgiu “desde a infancia”, a mesma fo1 considerada a

partir de 5 anos.

A AN foi classificada de 0 a 3+: O - Sem a dermatose; 1+ - Hiperpigmentag@io e
alteragdes verrucosas leves, em até 3 regides de dobras cutineas, 2+ - Hiperpigmentagio ¢
alteragbes verrucosas moderadas, em até 3 regides de dobras cutineas;, 3+ -
Hiperpigmentacﬁd e. alteragBes verrucosas severas, em 3 ou mais regides de dobras

cutaneas.

Foram considerados obesos os pacientes com indice de massa corporea =27,
segundo o calculo: IMC = Peso (kg) / Altura’ (m). Embora haja limitagdes nesse calculo,
esse método ainda € o mais pratico ¢ o mais largamente utilizado (SALANS, 1987).
Pacientes com indice de massa corporea <25 foram considerados de peso normal. O grau de
obesidade foi arbitrariamente dividido em quatro niveis: Grau I 27<IMC<34.99, Grau II:
35<IMC<42.99, Grau III: 43<IMC<50.99, Grau IV: IMC>51. o

2 - Avaliagdo hormonal: Foi realizada no laboratério de Patologia Clinica do
" Hospital das Clinicas da UNICAMP e incluiu anélises de: T4 livre ¢ TSH, Testosterona total
e livre, sulfato de dehidroepiandrosierona (sSDHEA), androstenediona, FSH, LH, Prolactina,
Cortisol livre na urina de 24 horas. O objetivo da analise hormonal foi o de afastar eventual

patologia associada & AN,
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A coleta foi realizada com jejum de 10 a 12 horas, na fase folicular do ciclo

menstrual, nas pacientes do sexo feminino.

As analises do cortisol livre na urina de 24 hs foram feitas por radioimunoensaio

(Kit DSL 2000 SP), usando anticorpo de coelho anticortisol, e os resultados foram

expressos em |ig na urina de 24 hs.

O sDHEA, androstenediona, testosterona total e livre foram analisados por

radioimunoensaio de fase sélida.

O FSH, LH, Prolactina, T4 livre (DADE) e 0 TSH (BAXTER) foram analisados
per método fluorimétrico imunoenzimatico usando duplo anticorpo. ,

3 - Biopsia de pele para analise histopatologica e histoquimica - Foi obtido
fragmento de pele de 3,5 mm de didmetro com ppnch, sob anestesia local com xilocaina a
2%, em local onde a dermatose estava mais nitida a0 exame dermatologico. O fragmento foi
retirado preferencialmente na axila, .e quando o mesmo ndo era possivel (por algum processo
infeccioso), optou-se por obter-se um fragmento do pescogo. As pegas foram fixadas em
formol a 10%, incluidas em parafina, € as laminas resultantes foram coradas pela

hematoxilina - eosina e pelo ferro coloidal, tendo sido analisadas em conjunto.

Foram incluidos pa avaliagdo histologica do grupo 3 outros pacientes que
participaram da pesquisa, e que foram excluidos da avaliagdo insulinica por diferirem do
' sexo, ou raga. Até onde vai nosso conhecimento, ndo existem estudos em humanos que
demonstrem diferengas na espessura da epiderme entre o sexo masculino ¢ o feminino e
entre as ragas preta ou branca. Trabalhos que avaliaram a camada cornea da epiderme das
racas preta ¢ branca ndo mostraram diferencas significativas na espessura (BERARDESCA
& MAIBACH, 1988; “apud” MACDONALD, C.J, 1988), e outros trabalhos ja mostraram
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ndo haver diferengas estruturais entre a pele preta ou branca, exceto pela diferenga do
tamanho dos melanossomas (MONTAGNA & CARLISLE, 1991).

Fot utilizada uma ocular milimetrada Kp1-W 10X/18 acoplada ao microscopio
Carl Zeiss para avaliar as medidas das papilas dérmicas, dos cones epidérmicos, da camada
cornea das regides suprapapilar e nas depressdes do epitélio. As medidas foram realizadas
em laminas coradas pela hematoxilina-eosina, utilizando objetiva no aumento de 40X. Os
valores observados foram convertidos em micrometros. A analise obedeceu os seguintes

critérios:

Medida da altura das papilas: As papilas foram medidas a partir do ponto médio
entre as extremidades dos cones que delimitam a papila até a camada basal do epitélio, no_
sentido longitudinal. Quando os cones exibiam diferentes medidas, era calculado o valor
médio dessas .me_didas. Um minimo de 5 papilas por corte foram avaliadas, sendo

desprezadas as papilas das bordas do corte, ou quando havia fusdo dos cones, ou cones nido

perpendiculares.

Medidas dos cones: Os cones foram medidos desde o polo inferior da camada
basal até a ultima célula da camada granulosa, de modo perpendicular ao epitélio. Foram
avaliados 5 cones por corte no minimo. Néo foram considerados os cones das extremidades

e cones fundidos.

Medida da camada cornea na regido supra papilar; Foi medida a camada cornea
" em areas onde as laminas corneas estavam dispostas no sentido horizontal e néio destacadas,

num minimo de 5 pontos diferentes.

Medida da camada cornea na depressdo do epitélio: Foi medida a camada cornea

na depressio do epitélio, num minimo de 5 pontos diferentes, onde a mesma nio se
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apresentasse destacada. Essa analise também foi incluida porque a maior expressio da

hiperceratose ocorria na regido da depressio do epitélio, sendo importante considera-la.

A avaliagdo histoquimica a coloragio pelo ferro coloidal (MANUAL OF
HISTOLOGIC AND SPECIAL STAINING TECHNICS - ARMED FORCES INSTITUTE
OF PATHOLOGY, 1957) foi expressa em cruzes, e considerada leve (+) e intensa (+1).

Utilizou-se um corte de intestino como controle positivo da reag3o, pela rigueza

em mucopolissacarides acidos.

4 - Teste Oral de Tolerdncia a Glicose e Curva de Insulina - O paciente foi
orientado a ingerir dieta rica em carbohidratos (com minimo de 200g) por 3 dias antes do
exame, € a ndo realizar exercicios fisicos vigorosos nesse periodo. Apds jejum entre 10 e 12
horas, o paciente era acomodado no leito, € uma veia periférica era puncionada. Amostras
de sangue foram coletadas no tempo basal para avaliagio hormonal (item 2), avaliagdo da
glicose e insulina, e apds ingesta de uma solugiio com 75g de glicose por via oral, foram

coletadas novas amostras nos tempos de 30°, 60°, 120’ para analise de glicose e insulina.

Foi usado o método enzimatico (Glicose Oxidadase - Labtest) para analise da
glicemia e os resuitados foram expressos em mg/dl. A insulina foi analisada por
radioimunoensaic com a utiliza¢io de anticorpe anti insulina de porco (Kit DSL 1600). Os
soros para dosagem de insulina foram mantidos a -20° C até o seu processamento.
Historicamente, no nosso laboratorio a sensibilidade do radioimunoensaio € de 1,3 pUl/ml e

" o anticorpo utilizado apresenta reatividade cruzada desprezivel contra a proé insulina.

Foram considerados diabéticos pacientes com glicemia de jejum maior ou igual a
140 mg/dl e/ou glicemia aos 120’maior ou igual a 200 mg/dl e, pelo menos mais um valor
maior ou igual a 200 mg/dl entre os tempos zero e 120" (NATIONAL DIABETES DATA
GROUP, 1979).
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Foram considerados intolerantes & glicose os pacientes com glicemia de jejum
menor que 140 mg/dl com a glicemia aos 120’ entre 140 e 200 mg/dl, € pelo menos um

valor entre zero ¢ 120’ maior ou igual a 200 mg/dl.

Foi dosada a insulina nos tempos zero ¢ aos 120°, o pico de resposta de insulina
ao estimulo com glicose, a area integrada sob a curva de insulina, ¢ também o indice
insulinogénico nos tempos 0 e 120°, o indice de area, e os resultados foram comparados

entre 0s grupos.

Insulina no tempo zero : Valores até 30,8 pUl/ml em presenca de euglicemia

foram considerados normais segundo o kit utilizado.

Area integrada sob a curva (AIC): Calcula-se pelo método trapezoidal durante

0s 120 minutos do Teste Oral de Tolerdncia & Glicose.

indice Insulinogénico: Resulta da divisdo dos valores de insulina (em pUl/ml)
sobre os valores de glicose (em mg/dl) nos tempos zero e 120 minutos. O indice da area

resuita da divisdo da area de insulina sobre a area de glicose.

Pico de Insulina; E o valor mais alto de insulina apresentado durante o teste oral

de tolerancia a glicose.
5 - Ultrassonografia de ovarios:

Foi realizada no Setor de Radiologia do Hospital das Clinicas da Unicamp, para
analise da dimensdo e morfologia ovarianas. Foi considerada normal a medida ovariana entre
3 a 9 cm’ (didmetro dntero posterio X transverso X lateral X 0,52) e a uterina entre 25 a 90
cm’ (didmetro antero posterior X transverso X lateral X 0,52).
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6 - Analise Estatistica:

Foi usado o teste de Wilcoxon para amostras independentes (Mann-Withney)

para todas as comparagdes, devido ao reduzido nimero de individuos em cada grupo e &
ndo normalidade das vanaveis estudadas. Para venficar correlagdo linear utilizou-se o
coeficiente de Spearman (ndo paramétrico). Resultados com significdncia estatistica foram

considerados quando o valor de p se mostrou menor que 0,05 (CONOVER, 1971).
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Capitulo 3 : Resuitados

Os dados clinicos e laboratoriais relevantes dos 3 grupos (Obesos com AN -
Grupo 1, Obesos sem AN - Grupo 2 ¢ Magros sem AN - Grupo 3), encontram-se no Anexo |
1 {paginas 64 a 67). Duas pacientes do grupo 1 apresentaram diabetes mellitﬁs (P2eP5)el
paciente apresentou intolerdncia a glicose (P8), e seus resultados foram excluidos de toda a
andlise estatistica. Uma paciente apresentou vatores préximos, mas ndo pdde ser classificada

como intolerante a glicose (P12).

A media de idade entre os grupos ndo difere estatisticamente (ANOVA para
comparagio das medias de idade entre os grupos; valor de p=0,146). O indice de massa
corporea (IMC) do’ grupo 2 € maior que o do grupo 1, mas sem diferenca estatistica
(p=0,88).

A Tabela 1 (pagina 25) exibe os valores de insulina dos grupos 1, 2 € 3 (0", 120,
pico e area de insulina), e os valores dos indices insulinogénicos (0', 120' e area). Os
resultados foram expressos em médias, desvio padrdo e erro padrio da média (EPM), e os

valores com asterisco revelam p<0,05.

A meédia da insulina de jejum do grupo 1 ndo mostrou diferenca estatistica
quando comparada com a do grupo 2. A Figura 1 (pagina 29) exibe os valores de insulina

basal dos 3 grupos e a Figura 2 (pagina 30) exibe a média e o erro padrio da média desses

* valores.

A média do indice insulinogénico no jejum também nio mostrou diferenca

estatistica entre os grupos 1 e 2, mas sim entre os grupos 1 € 3.
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A média da insulina aos 120’ mostrou valores maiores no grupo 1, quando
comparados com os grupos 2 e 3, e essa diferenga mostrou significncia estatistica. A
Figura 3 (pagina 31) mostra os valores de insulina aos 120’ apos o TOTG e a Figura 4

(pagina 32) exibe a média desses valores ¢ o erro padrio da média.

A area integrada sob a curva de insulina nfo mostrou diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos 1 e 2, mas sim entre os grupos 1 e3 e2e 3. As Figuras Se 6
(paginas 33 ¢ 34) exibem as curvas de glicose e insulina dos 3 grupos nos tempos 0, 30, 60,

90 e 120 minutos, respectivamente.

O indice insulinogénico aos 120’ mosirou valores maiores no grupo 1, quando
comparados com os grupos 2 e 3, e essa diferenca se mostrou proxima do limite da

significdncia e_statistiéa (G1 vs G2: p=0,053).

O pico de insulina nfio apresentou diferencas estatisticamente significativas entre
os grupos 1 e 2. A Figura 7 (pagina 35) exibe os valores apresentados pelos grupos 1 e 2.

Em fungéo da falta de dados completos do grupo 3, esse ndc foi representado graficamente.

A média das glicemias dos tempos 0, 120’ e a area de glicose ndo mostraram
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos 1 e 2 e entre grupos 2 e 3, porém
houve diferengas significativas na glicose aos 120' (p=0,041) e na area de glicose (p=0,012)
entre grupos 1 e 3.

Os dados histopatologicos dos pacientes encontram-se no Anexo 1 (pagina 68).
A Tabela 2 (paginas 26 e 27) sintetiza a média, o desvio padrdo e o erro padrio da média
encontrados em cada grupe, a média das insulinas (0!, 120", area), e a média dos indices

insulinogénicos (0', 120", area).
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Houve diferenga com significAncia estatistica nas medidas das papilas, dos
cones, e na camada cornea na depressdo do epitélio entre os grupos 1 (Obesos com AN) e 2
(Obesos sem AN), e entre grupos 1 e 3, como era de se esperar em lesdes de AN. A camada
cOrmea na porgdo supra phpilar mostrou também diferengas, porém sem sigmificancia
estatistica. Os grupos 2 (Obesos sem AN) e 3 (Magros sem AN) mostraram valores das

medidas histopatologicas proximos.

A Tabela 3 (pagina 28) sintetiza as comparagdes das variaveis e o nivel de

significancia dos testes de Wilcoxon.

Em relagdo ao grupo 1, houve correlagdo linear negativa entre insulina de jejum
e medida da papila dérmica (coeficiente:-0,93, p=0,000), mas ndo houve correlagio entre

insulina aos 120" e area de insulina com medidas da papila.

Analisando os 3 grupos (n=25) ndio houve correlagio linear entre papila dérmica
e insulinas de jejum, aos 120’; e area de insulina, mas houve correlagdo entre papila e indice

de area de insulina (coeficiente; 0,44, p=0,029).

Em relagido apenas ao grupo 1, ndo houve correlagdo entre insulina (0°, 120°e
area) e indices insulinogénicos com medidas dos cones epidérmicos, camada cérnea na

depressdo do epitélio ou na regifio supra papilar.

Porém, analisando os 3 grupos (n=25), observou-se correlagdo da insulina aos
120" e indice insulinogénico aos 120' com medidas do cone epidérmico (coeficiente.0,56,
p=0,009; coeficiente: 0,52, p=0,008, respectivamente), area de insulina e indice de area com
medidas do cone epidérmico (coeficiente:0,54, p=0,006, coeficiente:0,58 ¢ p=0,002,

respectivamente).
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A camada comnea na depressiio do epitélio (n=25) mostrou correlagio com
insulina aos 120', com indice insulinogénico aos 120' (coeficiente:0,56, p=0,003,
coeficiente: 0,47, p=0,019, respectivamente), com a area de insulina e com o indice de area
(coeficiente: 0,53, p=0,007, coeficiente:0,51, p=0,010 respectivamente) ¢ com o indice

insulinogénico ao jejum (coeficiente: 0,40, p=0,049).

A camada cornea na regido supra papilar mostrou correlagdo com a insulina aos
120" (coeficiente:0,43, p=0,032) e com o indice de area de insulina (coeficiente:0.41,
p=0,042).

Nio houve diferengas a coloragdo pelo ferro coloidal entre os grupos 1, 2 ¢ 3
(Anexo 2 - paginas 73 a 75). Foi realizado também outro método histoquimico - coloragio
pelo Alcian blue - para evidenciar mucopolissacérides acidos, mas a coloragiio se mostrou
muito ténue ¢ dq dificil avaliagdo, por isso, optou-se pelo métede do ferro coloidal, que

mostrou uma coloragdo mais nitida.

Nio houve correlagdo entre o grau da AN clinica e valores de insulina ao jejum,

aos 120, a area de insulina, ou ao pico de insulina.

O tempo de obesidade ndo diferiu entre os grupos 1 ¢ 2 (Grupo 1. média-12,82
anos DP:6,19; grupo 2: média-10,67 DP.6,16, G1 vs G2: p=0,45).

Niéo houve correlagio entre tempo de obesidade e area de insulina dos grupos 1
e 2: n:20, p=0,972, nem correlagéic entre o tempo de obesidade € os niveis de insulina aos
120" n:20, p = 0,933, e também ndo houve correlagdo entre tempo de obesidade ¢ insulina

a0 jejum; n:20, p=0,514,
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Nao houve correlagdo entre o grau de obesidade e a area de insulina do grupo 1
ou insulina aos 120°, mas sim entre o grau de obesidade e a insulina de jejum

(coeficiente:0,781, p=0,005).

Em relaciio aos androgenos, observou-se tanto aumento da testosterona livre,
como aumento ou diminuigdo do sulfato de DHEA nos grupos 1 e também no grupo 2. Uma
paciente do grupo 1 apresentou hirsutismo leve e hidrosadenite, e investiga¢Ses posteriores
revelaram o diagnostico de hiperplasia adrenal congénita de manifestacdo tardia. Os

resultados da avaliagio hormonal dos grupos 1 e 2 encontram-se no Anexo 1 (pagina 69),
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Grupes Ins. 0°  Ins. 120° Area Pico Ins. Ind. Ind. Ins. Ind.
Ins. Ins, 1207 Arca
0
i n=11
Média 25,50 131,73  15702,95 183,55 0,31 1,13 1,04
DP 13,60 6894 682815 63,11 0,18 0,65 0,54
EPM 4,13 20,79 2058,77 19,03 0,06 0,20 0,16
2n=9
Média 21,14 73,44 10362,17 131,56 0,25 0,66 0,76
DP 12,55 33,72 1590,40 34,67 0,13 0,22 0,22
EPM 418 11,24 530,14 11,56 0,04 0,08 0,07
3 n=10 -
Média 9,30 39,58 4618,95 - 0,12 0,39 0,38
DP 5,57 18.99 1733,18 - 0,07 0,16 0,12
EPM 1,76 6,01 548,11 0,02 0,05 0,04
pivs2 0,569 0,027+ 0,149 0,074 0,494 0,053 0,323
p:1vs3 0,004 0,000 0,000%* - 0,010* 0,001# 0,000*
p:2vs3 0025+ 0037« 0,000+ - 0,033% 0,016+ 0,000+

Tabela 1
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GRUPOS Obesos com AN - Obesos sem AN - Magros - Grupo 3

Grupo 1 n=11 Grupo 2 n=8 =9
PAPILA |
Média 244,16 136,41 124,25
Desvio Padrio 82,11 50,67 37,64
Erro Padrio da Média 25,96 17,91 12,55
CONE
Média 207,59 140,01 122,47
Desvio Padriio 63,33 29,12 36,23
Erro Padrio da Média 20,03 10,29 12,08
CORNEA (DEP. EPIT.)
Média 104,70 54,20 51,78
Desvio Padréo 54,87 13,76 31,56
Erro Padrdo da Média 17,35 4,86 10,52
CORNEA (SP)
Média 36,18 23,67 21,90
Desvio Padrio 20,50 9,06 13,25
Erro Padrio da Média 6,48 3,21 4,42
INSULINA ¢’ n=10 n=9 n=8
Média 25,50 21,15 9,38
Desvio Padrio 13,69 12,55 5,80
Erro Padrdo da Média 4,13 418 2,05
INSULINA 120’
Média 131,73 73,45 40,75
Desvio Padrao 68,94 33,72 18,23
Erro Padrio da Média 20,79 11,24 6,44
AREA DE INSULINA ‘
Média 15702,95 10362,17 4963,50 .
Desvio Padrao 6828,15 1590,40 1612,92
Erro Padrio da Média 2058,77 530,13 569,94
IND. INS. ¢’
Média 0,31 0,25 0,11
Desvio Padréo 0,18 0,13 0,08
Erro Padrio da Média 0,06 0,04 0,03
IND. INS. 120 |
Média 1,13 0,66 0,39
Desvio Padrio 0,65 0,22 0,15
Erro Padrio da Média 0,20 0,07 _ 0,05
IND. AREA |
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Meédia 1,04 0,76 0,38

Desvio Padrao 0,54 0,22 0,15
Erro Padrido da Média 0,16 0,07 0,05
Tabela 2
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Variaveis

Papila

Cone

Camada Coérmea na
depressdo
Camada Cornea
Supra Papilar .
Insulina Jejum
Insulina 120°.

Area de Insulina |
ind. Tns. 0

ind. Ins. 120

ind. Area

Grupos Comparados
1x2
p - valor
0,019
0,024+
0,019+

0,230

0,567
0,027+
0,149
0,494
0,053
0,323

Tabela 3
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1x3
p - valor
0,004%
0,005*
0,016%

0,111

0,009%
0,000+
0,000+
0,013+
0,002+
0,002+

2x3
p - valor
0,736
0,136
0,361

0,336

0,053
0,060
0,000+
0,034
0,024+
0,003%
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Capitulo 4 : Discussao

Os grupos do estudo foram pareados para idade, indice de massa corporea e
raga, pois sdo varidvels que influenciam na sensibilidade a insulina (ARSLANIAN &
SUPRASONGSIN, 1996, WAJCHENBERG et al, 1988). Houve pequena diferenga na
idade entre os grupos 1 ¢ 2, porém sem significAncia estatistica. Apds a excluslio das
pacientes diabéticas e de uma paciente com intolerancia a glicose, houve certa desproporgio
entre pacientes caucasoOides e negroides do grupo 1 comparados com o grupo obeso
controle (grupo 1. 6 negroides para 5 caucasfides e grupo 2. 3 negroides para 6
caucasoides). A literatura tem mostrado diferengas na sensibilidade a insulina entre as ragas
negra e branca (SVEC et al, 1992; ARSLANIAN & SUPRASONGSIN, 1996, PROUDLER
et al, 1996), porém na presente amostra, os pacientes caucasoides exibiram niveis de insulina
maiores que os negroides, exceto pelos valores basais de insulina, que se mostraram muito
proximos. SAAD, MONTE ALEGRE & SAAD, 1990, ndo mostraram diferenga
significativa na area sob a curva de insulina entre os 10 e os 60 minutos do teste venoso de
tolerdncia & glicose entre negros e brancos normais, e mostraram que as diferengas ocorrem
nos primeiros 10°, ou seja, na fase rapida da secre¢do de insulina. ALBU et al, 1997,
observaram que mulheres negras (n=25) exibem areas sob a curva de insulina apés TOTG
semelhantes as das mulheres brancas (n=25), com areas de glicose um pouco menores, 0 que
sugere uma tendéncia a uma menor sensibilidade & insulina nas negras, porém essa difefenc;a

néo foi significativa.

Serdo comentados os resultados, comparando-os com outros encontrados na |
literatura, fazendo uma ressalva de que boa parte das pesquisas publicadas deram enfoque a
sindrome HAIR-AN, o que nio ocorreu no presente estudo. Porém, entende-se que obesos
com AN sio parte de um espectro da sindrome HAIR-AN, com o agravante de que na

sindrome, podem ser encontrados graus de resisténcia insulinica maiores, pela possivel
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influéncia dos androgenos (particularmente a testosterona) na piora da resisténcia insulinica
(PEPPER et al, 1987, KELLET et al, 1988).

Qito pacientes do grupo 1 e duas pacientes do grupo 2 apresentaram insulina de
jejum aumentada em relagdo ao valor normal do método utilizado (VN: 30,8 uUl/ml). A
média dos valores da insulina de jejum do grupo 1 foi pouco maior que a do grupo 2, mas as
diferengas ndo foram significativas, concordante com os trabalhos de FLIER et al, 1985;
DUNAIF et al, 1985, Ja RICHARDS et al, 1985, encontraram diferengas significativas nos
valores da insulina de jejum entre o grupo de estudo e o grupo controle. Segundo
BARBIERI & RYAN, 1983b, resisténcia leve a insulina geralmente ocorre com niveis de
insulina de jejum normais. Resisténcia moderada a severa ocotre com niveis de insulina de
jejum aumentados, com a glicemia normal ou aumentada. Pelos resultados encontrados, o

grupo 1 apresenta resisténcia insulinica leve.

As pacientes P2 e PS5 apresentaram critérios para o diagnostico de diabetes ¢ a
paciente P8 apresentou intolerdncia a glicose. A paciente P2 apresentou os niveis de
insulina mais elevados, tanto no jejum como em todos os tempos do teste oral de tolerincia
a glicose, 0 que sugere resisténcia insulinica grave, além da paciente P5, que apresentou
também insulina de jejum bastante aumentada. Essas 3 pacientes ndo foram incluidas na
analise estatistica, pois apresentam um estagio diferente (de resisténcia e de alteragio de
secre¢io de insulina) do restante do grupo e das pacientes controle, com descompensagio
na manuten¢do da homeostase da glicose. A paciente P12 apresentou critérios proximos,

mas ndo pode ser considerada com intolerdncia a glicose.

A hiperinsulinemia, sem hiperglicemia de jejum, tem se mostrado um fator de
risco para doenga coronariana; e isso pode fazer parte de um grupo de caracteristicas
associada a hiperinsulinemia, que incluem concentragdo alta de triglicerideos, baixos niveis
de HDL, obesidade de segmento superior e hipertensio arterial (RETT, WICKLMAYR,
MEHNERT, 1992; STUART et al, 1994). Obesidade de segmento inferior parece acarretar
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menor risco de hipertensdo, anormalidade no metabolismo de lipideos ¢ glicose do que a
obesidade de segmento superior (SALANS, 1987). A relagdo cintura sobre quadril tem sido
utilizada para caracterizar obesidade de segmento superior (ALBU et al, 1997), mas essa

avaliagfio ndo foi feita no nosso estudo.

Parece haver um decréscimo na prevaléncia da AN benigna nas faixas etarias
mais avangadas, em contraste com O aumento da prevaléncia de diabetes nfio insulino
dependente, como revela o estudo de STUART et al, 1994. De fato, a faixa etaria dos
pacientes do presente estudo, cuja selegdio ocorreu ao acaso, se mostrou entre 11 ¢ 30 anos,
com média de 20,73 anos. E provavel que, com a exaustdo das células beta pancredticas
para compensar a resisténcia insulinica, surja o diabetes, e os niveis de insulina tendam a
baixar, e isso pode ser concomitante com a diminui¢io e/ou desaparecimento da dermatose.
Cabe comentar a-evolugio da paciente P5 como ilustragio, embora o presente estudo' nﬁd
seja prospectivo. Essa paciente obesa apresentou diabetes insulino resistente aos 16 anos,
com insulina basal de 56 pUl/ml (VN: até 30,8 pUI/ml), e apos dieta hipocalorica, perda de
peso de 9 kg, uso de metformina com normalizagio da glicemia, sua dermatose desapareceu.
Embora a dosagem de insulina de jejum nfio tenha sido refeita, € possivel que a mesma possa
ter diminuido. A consideragdo de que nessa paciente a dermatose ndo estd associada a
glicemia, e sim, & insulina, encontra respaldo na literatura, que nfio relata associagdo da
glicemia de jejum entre pacientes com AN, comparados a controles sem AN
(WAJCHENBERG et al, 1988, PETERS et al, 1986, RICHARDS et al, 1985, HUD JR et
al, 1992, COHEN et al, 1990).

A area de insulina do grupo 1 mostrou resultados maiores, mas essa diferenga
nfZo mostrou significdncia estatistica em relagdo ao grupo 2. Os resultados sdo concordantes
com os de WAJCHENBERG et al, 1988, que nio encontraram diferengas estatisticamente
significativas na area sob a curva de insulina entre cbesos com AN e hiperandrogenismo e

obesos controle; e discordantes de PETERS et al, 1986.
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Os valores de insulina aos 120° foram significativamente maiores quando se
comparam os grupos 1 e 2, os grupos 1 e 3 e os grupos 2 e 3. Uma paciente do grupo 1
(P1) que apresentou valor de insulina aos 120’acentuadamente alto e elevou a média do
grupo apresenta resisténcia insulinica grave, e esse achado deve refletir algum defeito na
interagdo da insulina com o seu receptor. BARBIERI & RYAN, 1983b, consideram que o
pico de insulina no teste oral de tolerdncia a glicose em pacientes obesos oscila entre 150-
300 nUl/ml, e esses valores indicam resisténcia moderada, enquanto valores = 300 uUL/ml
indicam resisténcia grave. Nos pacientes normais, 0 pico de insulina é entre 150-200 pUL/mi.
Entretanto, existe dificuldade em se padronizar os valores em fungio de variagGes entre

métodos.

Duas _pacientes do grupo 1 (P4 ¢ P9) que apresentavam a dermatose com grau
leve e moderado, mostraram valores de insulina ao longo do TOTG semelhantes aos do
grupo 2, e até proximos dos valores do grupo normal, com glicemia sem altera¢des. Isso
sugere que a hiperinsulinemia ndo justifica todos os casos de AN, ou que a curva de insulina
ap6s o TOTG ndo ¢ um teste suficientemente sensivel para discriminar esses grupos; ou
ainda, que podem existir outros fatores associados & dermatose, ndo evidenciados pelo
estudo. Resisténcia insulinica leve é melhor demonstrada através de testes mais sensiveis,
como o teste de tolerincia a insulira ou o “clamp”, o que ndo foi feito no presente trabalho.
De fato, DUNAIF et al, 1991 mostraram associagio mais estreita entre resisténcia insulinica
e AN do que hiperinsulinemia e AN. Ainda assim, o TOTG com a analise de insulina, é um
método til e largamente utilizado na avaliagio de sensibilidade a insulina, como mostram

trabalhos recentes utilizando grandes amostras (PROUDLER et al, 1996) e amostras com
" menor nimero de pacientes (ALBU et al, 1997).

A glicose de jejum e de 120° ¢ a area de glicose ndio mostraram diferencas
estatisticas entre os grupos 1 ¢ 2, e isso reflete a manuten¢fio da homeostase da glicose, as
custas de secre¢iio aumentada de insulina no grupo 1. Esse achado esta concordante com o
de outros autores (FLIER et al, 1985, RICHARDS et al, 1985), embora PETERS et al,
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1986, ¢ WAJCHENBERG et al, 1988, tenham encontrado valores maiores, € com
significAncia estatistica, na glicemia aos 120’ entre o grupo obeso com AN e

hiperandrogenismo e o grupo obeso controle, mesmo desconsiderando os diabéticos.

O indice insulinogénico no jejum ndo mostrou diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos 1 e 2, mas o indice aos 120” mostrou valores muite proximos
do limite da significiincia estatistica, refletindo os valores de insulina do grupo 1 maiores

nesse tempo.

As pacientes do grupo 1 ndo apresentaram tempo de obesidade maior que as
pacientes do grupo 2, o que sugere néo ser o tempo de obesidade um fator decisivo para o
surgimento da AN, como sugeriram WAJCHENBERG et al, 1988 ¢ HUD JR et al, 1992,
Ndo houve correlagio do tempo de obesidade € a area de insulina, ou do tempo de

obesidade com a i_nsulina aos 120°.

Esiste tendéncia & correlagdo entre o grau de AN clinica e os niveis de insulina
a0 jejum, e embora o pequenc numero da amostra ndio permita conclusdes definitivas.

Parece que quanto mais acentuada a dermatose, maior sera a resisténcia insulinica.

Considera-se que o termo “AN associada 3 obesidade™ seja mais apropriado do
que “Pseudo AN”, como também realgam SCHWARTZ & JANNIGER, 1995, em seu
trabalho de revisdo, pois os resultados deste trabalho demonstram que obesos com AN
apresentam resisténcia insulinica mais acentuada do que os obesos controle, e a resisténcia
" insulinica implica em maior chance de surgimento de diabetes, dependendo da manutengio
ou ndo da obesidade, além de fatores genéticos. Na atualidade, estudos recentes tém
enfatizado o papel da resisténcia insulinica como agravante para hipertensio arterial e
doenca coronariana (RETT, WICKLMAYR, MEHNERT,1992;, ALBU et al, 1997). Por
isso, a dermatose persiste como importante marcadora de doenga interna {(e/ou alteragéio

metabolica), mesmo que ndo haja expressdo clinica dessas, sendo importante orientar os

40



pacientes para a perda de peso e para eliminar outros possiveis fatores de risco, como por

exemplo a alteraglio no metabolismo dos lipideos.

Embora ndo seja o objetivo principal deste estudo, além de nem todos os
pacientes terem completado todos os exames, devem ser comentadas algumas alteragSes
encontradas no sDHEA dos grupos 1 e 2, que ora apresentou valores aumentados, ora os
valores se mostraram diminuidos (Anexo 1 - pagina 69). A literatura corrente mostra que
poderd haver, na hiperinsulinemia, inibichio da enzima que converte a 17 o
hidroxipregnenolona a DHEA (17,20 liase), levando a diminuigio no sulfato de DHEA em
homens e mulheres (EBELING, STENMAN & KOIVISTO, 1995). Outras revisdes sobre o
assunto citam que a insulina provoca também o aumento da excregdo renal de sDHEA
(MOTTA, 1993). RITTMASTER, DESHWAL & LEA, 1993 ndo encontraram correlagio
entre secrecﬁd adrenal e resisténcia insulinica em pacientes portadoras da sindrome .dos-
ovarios policisticos. Esses autores utilizaram a dosagem da androstenediona apos infusdo do
ACTH nas pacieﬁtes do estudo, e nos grupos controle (mulheres hirsutas, obesas nio
hirsutas, e magras ndo hirsutas). SCHUSTER, O’DORISIO & OSEI, 1994, também nio
encontraram relagdo entre hiperinsulinemia e testosterona total, hiperinsulinemia e sDHEA
em 4 membros de uma familia com a sindrome HAIR-AN. PARRA et al, 1995, obtiveram
resultado semelhante, ou seja, ndio encontraram correlagio entre concentragio dos
androgenos e hiperinsulinemia (induzida por refeigio) ou hipoinsulinemia induzida
farmacologicamente. Esses autores estudaram 6 pacientes com a sindrome dos ovarios
policisticos e hiperinsulinemia, 3 das quais com AN, e comparou com 13 pacientes controle

normais,

Entretanto, PANIDIS et al, 1995, encontraram aumento no sDHEA em 60% das
20 pacientes obesas com ovarios policisticos e resisténcta insulinica, 10 delas com AN, 10
sem AN, além de 10 pacientes com indice de massa corpérea normal, sem AN e com ovarios
policisticos, em contraste com 0s grupos controle. Em suma, a relagdo entre insulina ¢ 0s
androgenos SDHEA ¢ androstenediona ainda ndo € totalmente conhecida.

41



No grupo 1, a paciente P9, apresentou aumento muito discreto na testosierona
total e livre com ultrassonografia pélvica normal e cortisol urina de 24 hs normal, e
apresentava alguns pelos terminais na face, essa paciente passou a fazer seguimento
ambulatorial em outro hospital, o que impossibilitou maiores informagdes. A paciente foi
reavaliada apos 6 meses, quando exibiu uma perda de peso de 15 kg, regressdo da

dermatose e desaparecimento dos pelos da face.

A paciente P14, no periodo da pesquisa, ainda niio havia apresentado a menarca.
Seus exames mostraram aumento na androstenediona, testosterona livre, SDHEA, FSH, LH
e prolactina. Embora ndio tenha completado os exames do estudo, permaneceu em
acompanhamento no ambulatério de Endocrinologia da PUC de Campinas, tendo a mae da
paciente informado i:lue, ‘ap6s 1 ano, iniciou o ciclo menstrual, mantinha a obesidade ¢ a
lesio cutinea, e 0 exame de ultra som pélvico realizado naquele hospital revelou ovarios

policisticos. Portanto, € possivel que essa paciente venha a apresentar a sindrome HAIR-
AN.

PETERS, STUART & PRINCE, 1986 ndo encontraram diferengas nos valores
da testosterona e androstenediona em pacientes com obesidade ¢ AN, comparando com
pacientes obesas controle. RICHARDS et al, 1985, estudaram pacientes com idade média de
13 anos, com obesidade, AN ¢ hirsutismo, ¢ ndo encontraram valores aumentados de
androstenediona e DHEA, J4 WAJCHENBERG et al, 1988, encontraram valores médios de
testosterona maiores nas pacientes obesas com a sindrome HAIR-AN, quando comparadas
com obesas controle. MOTA, 1993, atribui aos ovarios a fonte da hiperandrogenemia na
sindrome HAIR-AN. O aumento da testosterona descrito em varios trabalhos pode ser
explicado pela agdio da insulina nas células da teca ¢ estroma ovarianos produtoras de

androgenos, como tem sido mostrado em estudos in vitro (BARBIERI, 1994).
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No estudo histologico, o grupo 1 apresenta 3 biopsias de pescogo para 7
bidpsias de axila, enquanto que no grupo 2 existe 1 biopsia de pescogo para 7 biopsias de
axila, porém a média dos valores das analises de pescogo isoladamente e axila isoladamente
ndo diferem, por isso todo o material foi analisado em conjunto. Foi possivel obter
fragmento de pele de pescogo de paciente com indice de massa corporea (IMC) normal, e
observamos que os valores de medidas de papila, dos cones epidérmicos e da camada cérnea

ndo diferem em relagfo a axila.

Os resultados mostraram aumento na espessura da camada cornea
(hiperceratose), dos cones epidérmicos {(acantose) e das papilas (papilomatose) na lesio da
AN, o que apenas confirmou conceitos prévios da literatura (ELDER et al, 1997). As areas
de acantose alternam com areas até de atrofia epidérmica, observada no topo das papilas. A
camada cornea eSpeésada’ tende a preencher as areas criadas pelas projecdes papilares (Fotos
no Anexo 2 - paginas 71 e 72). Esses valores encontrados foram maiores no grupo 1,
quando comparados aos grupos controle 2 e 3 e se mostraram proximos nos grupos 2 e 3, a
despeito de haver diferenca significativa na area de insulina e nos indices insulinogénicos (0",

120, area) entre esses grupos.

Esses resultados sugerem que a hiperinsulinemia isoladamente pode ndo
justificar a lesdio de AN histologica. Pode-se especular que, para o desenvolvimento da lesfio
cutinea seria necessario um determinado nivel de: resisténcia insulinica a ser alcangado,
possivelmente associado a uma predisposigdo individual. Ou ainda; que o grupo 1 possa
apresentar outro evento que contribuiu para a lesdo cutinea, ndo evidenciado pelo nosso
estudo ¢ que caminha paralelamente a resisténcia insulinica. Alguns autores admitem que
outros fatores possam ser considerados na patogénese da AN que néo a resisténcia insulinica
(PANIDIS et al, 1995). Esses autores estudaram pacientes obesas com AN e sindrome dos

ovarios policisticos.
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Foi mantida a exclusdo das pacientes diabéticas e de uma com intolerdncia a
glicose nas analises dos coeficientes de correlagdio, para que seja afastada outra variavel
(hiperglicemia), que ndo sabemos até que ponto podera influenciar nas alteragtes

histologicas.

Foi encontrada correlagdo positiva entre medidas da papila e indice
insulinogénico da é4rea de insulina, entre medidas do cone epidérmico e niveis de insulina,
entre medidas da camada cédrnea na depressdio do epitélio e niveis de insulina. Esses
resultados sugerem que a pele pode sofrer influéncia “in vivo” da insulina em niveis
suprafisiologicos, como tem sido aventado na literatura, possivelmente em associagio com
fator individual. Se essas alteragdes ocorrem de modo direto (via receptor insulinico
especifico?) ou indireto (via receptor para IGF-17) ainda ndo € possivel saber. Varias
proteinas importantes na sinaliza¢fio da insulina para que ela exerga as suas agdes, entre elas
a de crescimento celular, podem estar implicadas na fisiopatologia da AN; sdo hipoteses que

mereceriam confirmagdes por estudos de biologia molecular.

A insulina, “in vitro”, tem sido utilizada para melhorar o padrio de cultivos
celulares, atuando sinergisticamente com outros fatores, estimulando o crescimento de
células epiteliais, fibroblastos, macrofagos e células transformadas. Além disso, a insulina
tem demonstrado aceleragdo da cicatrizagio em feridas - experimentais em coelho§
(GASPAR, 1995). Em experimentc com bidpsias em feridas provocadas em ratos,
GASPAR, 1995, utilizou inje¢des locais de insulina e observou epitelizagiio discretamente
mais acelerada e contragdo da ferida mais rapida. Em outro ensaio “in vivo”, foi observado,
- por essa autora, retorno do tecido adiposo e elaboragdo da matriz extra celular numa

paciente com atrofia mamaria corticoide induzida.

Analisando apenas o grupo 1 (Obesos AN), observa-se correlagdo negativa entre
insulina de jejum e medidas da papila, ou seja, os pacientes com menores valores de insulina

de jejum tenderam a apresentar maiores medidas de papila. Esse achado ainda ndo foi
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documentado na literatura, ¢ mais estudos sdo necessarios para esclarecimento dessa

questio.

Foi utilizado o método do ferro coloidal para a avaliagdo histoquimica, que
evidencia os mucopolissacarides acidos sulfatados e ndo sulfatados, sendo que a reagdo
ocorre pela afinidade dos grupos 4cidos livres nos tecidos para o ferro coloidal, com carga
positiva, agindo como um corante catiénico (FeCl + 3H,0 —> Fe(OH); + 3H" + 3CI). O
hidroxido férrico permanece em suspensio coloidal, se ligando aos mucopolissacarides. O

método apresenta boa sensibilidade, e varios autores o consideram especifico para tais
substincias, embora outros discordem (PEARSE, 1985).

Nio foram observadas diferengas na intensidade da coloragio pelo ferro coloidal
nos 3 gmpos; a presenca de coloragiio mais proeminente na derme papilar na regiﬁol daé
axilas podera significar alguma fungfio de mucossubstincias nesse sitio anatémico (Fotos no
Anexo 2 - paginas 73 a 76). Embora realizada apenas para informagio e niio comparagdo, a
biopsia de regido pré tibial de paciente jovem masculino foi submetida a coloragio para o
ferro coloidal com resultado positivo, porém este se apresentava de permeio as fibras

colagenas por toda a derme, e ndo de modo mais proeminente na derme papilar.

A partir dos resultados encontrados no estudo histoquimico, pode-se concluir
que a hiperinsulinemia encontrada nos pacientes do grupo 1 ndo se correlaciona com
presenca de mucopolissacarides na derme papilar, pois os grupos 2 e 3 apreseniaram

achados histoquimicos semelhantes.

Varios hormdnios e peptideos podem influenciar o contendo de
glicosaminoglicans na derme. O uso da testosterona em ratos resulta em aumento do acido
hialurénico, os estudos com estrogenos sdo controversos. A hidrocortisona parece diminuir
as concentracdes de acido hialurdnico e sulfato de condroitina, enquanto a deficiéncia dos
hormdnios tireoidianos, com um provavel sinergismo com o TSH se associa a um aumento
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do 4cido hialurénico e sulfato de condroitina (SILBERT, 1987, FREINKEL & FREINKEL,
1987). Os fatores de crescimento insulina "like" aumentam a produgio da matnz pelas

células de tecido conjuntivo "in vitro" (SCHMID, 1993, GASPAR, 1995).

ELDER et al, 1997, descrevem que mucopolissacarides estdo presentes na
substancia fundamental da derme, em condigSes normais, em quantidades muito pequenas
para serem demonstradas, tanto nas coloragdes de rotina como nas coloragbes especiais,
exceto na papila de pelo anagénico, porém ni3o faz mengdo as regides de dobras. Isso
contrasta com os achados de MONTAGNA & CARLISLE, que em 1991, realizaram estudo
comparativo de biOpsias da regiio malar de negros e brancos, usando a coloragéo pelo ferro
coloidal, e observaram presenga de material amorfo (glicosaminoglicans) na derme papilar e

reticular de negros, e esse era mais extenso do que os encontrados nos brancos. - -

MATSUOKA et al, 1987, documentaram um caso de um paciente com
feocromocitoma ¢ AN, com insulino resisténcia as custas da presenga de anticorpos anti
receptor de insulina e compararam a biopsia da AN com a bidpsia de regifio extensora de
antebrago do mesmo paciente e de um paciente controle normal a coloragdo pelo ferro
coloidal. Eles observaram deposito de glicosaminoglicans na area com AN, e classificaram

de “leve” o deposito encontrado na derme de pele sem AN.

Em outro trabalho nesse mesmo ano, MATSUOKA et al, realizaram biépsia no
pescoco em 2 pacientes sem AN e encontraram depésito leve de glicosaminoglicans em
derme papilar, ao contrario dos pacientes com AN, onde foi observado um depésito denso,

embora houvesse variagio desse deposito entre os pacientes com AN.
YAMADA, 1992, estudando 19 pacientes com a sindrome HAIR-AN,

comparou a bidpsia da area de AN com 4rea de pele 58 usando a coloragdo pelo Alcian blue,

¢ observou coloragio mais intensa nas areas com AN associada ao grau de papilomatose.
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Os resultados do presehte estudo sugerem que a presenga de mucopolissacarides

na derme papilar da regido axilar ¢ um achado normal.
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Capltulo 5 : Conclusdes

A Acantose Nigricante nos pacientes obesos estudados mostrou associagdo com
resisténcia insulinica evidenciada pelos niveis de insulina aos 120’ do teste oral de

tolerancia a glicose.

As altera¢Oes metabélicas mais encontradas em associagdo com a Acantose Nigricante

foram o "diabetes mellitus” e a intolerancia a glicose.

Existe correlagiio entre niveis sangiiineos de insulina ¢ medidas do epitélio; entretanto a
hiperinsulinemia, , isoladamente, pode ndo justificar a lesio de AN histologica, 'pois'
pacientes obesos e magros sem AN apresentaram medidas proximas do epitélio e das
papilas dérmicas, a despeito de diferengas significativas na area de insulina apés TOTG e

nos indices insulinogénicos (0,120' ¢ indice de area).

Nio houve associagio da Acantose Nigricante histolégica com a presenga de

mucopolissacarides na derme papilar.

Presenga de mucopolissacarides na derme papilar na regido da axila revelou-se ser um -

achado normal na amostra estudada.
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Abstract

Benign Acanthosis Nigricans (AN} is associated to many endocrinopathies and metabolic
disturbs, specially insulin resistance. The dermatosis is more frequently found in obese
patients, and obesity is a condition of insulin resistance. Some papers have shown
asgociation of insulin resistance and presence of mucopolysaccherides in dermia on
histological slides of AN, This study was performed to evaluate the insulin response to the
oral test of glucose tolerance in obese patientes with AN comparing with control groups,
and to correlate it with histopathological and histochemical findings. For this purpose, 33
patientes were studied in 3 groups: 14 obese with AN (Group 1), 9 normal obese (Group 2)
and 10 nomal lean (Group 3). For histological analyzes, 13 patients were studied in group 1,
8 patients in group 2 and 9 patients in group 3. Insulin levels at 0°, 120°, insulin area,
insulinogen index (at 0°, 120° and area) were evaluated. Skin biopsies were performed by
the colloidal iron method to evaluate mucopolysaccharide presence in skin lesions of AN and
in control groups, in the same anatomic site. There was statistically difference on insulin of 2
hours after glucose overload between groups 1 and 2 (p<0,05), and the insulinogen index of
2 hours after glucose overload were near the significance limit (p<0,053). When the 3
groups were analysed together, there was positive linear correlfation between insulin levels
(at 120, insulinogen index at 120', insulin area and insulinogenl index of area) and epithelium
and horny layer thickness (p<0,05), and between papilla measurement and area insulindgen
index. There wasn’t difference at colloidal iron staining in AN slides, comparing with control
~ groups. Obese patients without AN shows higher insulin area, comparing with lean patients
without AN (p<0,05) in spite of close epithelium and papilla measurements, wich is
suggestive that only high insulin levels does not justify the dermatologic lesion. In
conclusion, obese patients with AN shows more insulin resistance than obese patients
without AN, insulin resistance is not assoctated to more amount of mucopolysaccharides in

dermis and insulin levels are correlated to epithelium and homy layer thickness. In
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counterpart, only high insulin levels does not justify the dermatologic lesion.
Mucopolysaccharides in dermal papilla of axilar region is a normal finding. This work
suggests insulin influence on epithelial growth.

Keywords: Acanthosis Nigricans, Insulin Resistance, Obesity, Colloidal Iron,

Mucopolysaccharides.
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'Anexo 1

Dadeos Clinicos

Pacientes Grupo AN Raga Idade IMC tempo OB
OB - AN
PI 1 2+ C 17 27,35 11
P2 1 3+ C 30 40,50 30
P3 1 2+ N 30 36,64 25
P4 1 1+ N 29 36,00 20
P5 1 2+ C 16 33,50 7
P 1 3+ N 17 32,05 12
P7 1 2+ C 20 33,98 15
P8 1 3+ C 21 38,40 16
P9 1 2+ C 30 40,93 12
Pio 1 2+ C 21 32,37 16
Pl 1 1+ C 25 40,93 5
Pi2 1 3+ N 16 36,75 11
Pi3 I 3+ N 10 29,68 3
Pid4 1 3+ N 11 35,00 11
MEDIA n=11 20,55 34,70 12,82
DESVIO PADRAO 7,20 4,24 6,19
EPM 2,17 1,28 1,87
OB-N
PI5 2 0 C 16 33,25 8
Pi6 2 0 C 32 39,14 13
P17 2 0 N 31 34,8 10
Pi8 2 0 N 37 33,11 15
P19 2 0 C 32 27,66 1
P20 2 0 C 27 43,14 22
P2I 2 0 N 13 34,43 8
P22 2 0 C 24 31,02 5
P23 2 0 C 29 51,68 14
MEDIA N=9 26,78 36,47 10,67

DESVIO PADRAO 7,87 7,24 6,16
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Anexo 2

Caso P8

H & E, original 2,5x
Pescoco - Acantose Nigricante

Sinuosidade da epiderme com hiper ortoceratose e papilomatose exuberantes.
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Caso P8 .
H & E, original 10x

Detalhe - Acantose Nigricante

Depressdo na epiderme com grandes vales preenchidos por material corneo lamelar.
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Caso P14
Ferro Coloidal, original 10x
Axila - Acantose Nigricante

Deposito de substancia mucopolissacaride leve na derme papilar.
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Caso Controle - P26

Ferro Coloidal, original 2,5x
Axila

Presenca de mucopolissacaride na derme papilar mais proeminente a direita.
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Caso Controle - P26

Ferro Coloidal, original 10x

Detalhe do deposito de mucopolissacaride



Caso Controle - P26
Ferro Coloidal, original 10x

Controle interno positivo de coloragao em secre¢do de ductos sudoriparos écrinos.
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