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RESUMO

A enzima que degrada a insulina (IDE) € uma proteina intracelular, cuja fungédo mais
caracterizada “in vitro” tem sido sua atividade proteolitica, com alta especificidade para
a insulina. Contudo, além da insulina, a IDE também metaboliza outros substratos,
como varios fatores de crescimento, e possui outras fungbes, como a de proteina
ligadora e a de proteina regulatéria. A IDE se relaciona com varias fungdes celulares,
como a diferenciacdo e crescimento celulares, e sua expressao é regulada de acordo
com o periodo de desenvolvimento do animal. Também foi referido que a IDE facilita a
unido dos receptores de esteréides ao DNA nuclear. Por outro lado, sabe-se que o
estradiol (E;) estimula o crescimento do epitélio uterino. Para examinar se a IDE é
regulada em relagdo a estimulo de crescimento celular, o presente estudo avaliou na
fracdo citosolica de homogeneizados de utero de ratos, se a IDE é modificada em
quantidade e atividade em diferentes “status” estrogénicos, ou seja, em situacao de
proliferacao celular (proestro e castracéo +E») e apoptose (metaestro e castragédo). Os
resultados mostraram que a quantidade e a atividade da IDE aumentam nos animais
em fase de proestro ou nos castrados e tratados com E; e diminuem nos animais em
fase de metaestro ou nos castrados. Foi encontrada correlagdo linear entre a
degradacao da insulina (atividade da IDE) e o peso relativo do utero, indicando ainda
mais o envolvimento da IDE com o crescimento celular. Dessa forma, em condi¢des de
proliferacao celular (induzida pelo estradiol) observamos aumento na quantidade e

atividade da IDE e aumento do peso uterino. Esses dados sugerem que a IDE deve ser



considerada um requerimento importante para o crescimento do endométrio induzido

pelo estradiol.

Palavras chave: estradiol, IDE, castracao, utero, proliferacao celular, apoptose.



ABSTRACT

The enzyme degrades in na intracellular protein that is characterized “in vitro” by its
proteolitic activity with a hight degree of insulin specificity. Nevertheless, besides the
insulin, IDE also metabolizes other substrates such as various growing promote
peptides and it has also other functions as binding and regulatory protein. IDE is related
to various other cellular functions such as cellular differentiation and grow and its
expression is developmental regulatated in animais. It was also reffered that IDE
enhanced the binding of steroid receptor to DNA in the nuclear compartment. On the
other hand it is known that estradiol stimulates the growth of uterine epithelium. To exam
if IDE is regulated regarding the stimulus of cellular grown, the present study evaluated
in citosdlica fraction of homogenized of rat uterus, if IDE is modified in number and in
activity at different strogenic status, means, that during cellular proliferative conditions
(proestrus and castration + E;) and apoptose (metestrus and castration). The results
showed that the amount and IDE activity increase in animais in proestrus phase or in
castrated and treated with E; and a decrease in metestrus phase or in the castrated
one. It was found linear correlation between insulin degradation (IDE activity) and the
relative weight of uterus, emphasizing IDE’s involvement with cellular growth. Thus in
terms of cellular proliferation (induced by estradiol) we observed an increase in the
amouth and IDE activity and an increase in uterus weigtht too. These datas suggest that
IDE shoud be considered an important requirement for endometrial growth induced by

estradiol.

Key words: estradiol, IDE, castration, uterus, cellular proliferation, apoptose.
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1 INTRODUCAO

Numerosas evidéncias indicam que a enzima que degrada a insulina (IDE)
€ a protease que inicia e controla a degradacao da insulina (Bennett e col., 1994;
Duckworth e col., 1998; Duckworth e col., 1997; Duckworth e col., 1991; Kuo e col.,
1991; Camberos e col.,, 2001; Kayalar e col.,1989; Saltiel, 2000; Shii e col., 1986;
Udrisar e col., 1992). Contudo, além da funcéo proteasica, a IDE apresenta multiplas
fungdes celulares como a de proteina ligadora e proteina regulatéria (Goldfine, 1987;
Exton, 1991; Hari e col., 1987; Kahn e col., 1995; Kuo e col., 1993; Kupfer e col.,1993;
Kupfer e col., 1994; Rivett, 1993; Udrisar e col., 1990 e Camberos e col., 2001). Como
proteina regulatéria a IDE foi pouco explorada. Existem evidéncias de que desempenhe
papel importante no desenvolvimento e diferenciacao celulares. (Kayalar e col., 1990;
Kayalar e col., 1989; Plas, 1982; Stopelli e col., 1988; Adesanya e col., 1996; Miller,
1988 e Wilden e col., 1990). Além de insulina e glucagon, a IDE metaboliza varios
fatores de crescimento, o peptideo natriurético atrial e o peptideo B-amildide
(Petanceska e col., 2000; Kurochkin, 2001; Perez e col., 2000; Polonsky e col., 1995;
Bondy e col., 1994; Duckworth e col, 1998; Duckworth e col., 1997; Kuo e col., 1993) .
Sendo uma protease capaz de unir e remover a insulina e fatores de crescimento, a IDE
€ 0S mecanismos que regulam a sua atividade podem desempenhar um papel
importante nos processos de expressao génica e crescimento celular. Também foi
demonstrado que a IDE interage diretamente com receptores de esterdides e aumenta
a ligacao desses receptores ao DNA (Kupfer e col.,1993; Kupfer e col., 1994). O “cross-
talk” entre vias de tradug¢ado do sinal esta sendo considerado como um modelo comum

em estudos de desenvolvimento celular e homeostasia (Porto e col., 2002; Shii e col.,
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1986; Richards e col.,1996; Quarmby e col., 1984 e Plas, 1982). A interacdo dos
receptores de ester6ides com a IDE pode ter consequUéncias importantes para a
traducdo do sinal mediado pela insulina e pelos esterdides. Essa relacdo pode ser
importante para varios fendmenos biolégicos, tais como resisténcia a insulina,
metabolismo dos receptores de esterdides e especificidade da acdo dos hormdnios
esterdides e suas possiveis implicagbes no desenvolvimento de neoplasias uterina e
mamaria e na enfermidade de Alzheimer. Para verificar se a IDE é regulada em relagao
a estimulos de crescimento celular, foi utilizado no presente estudo a regulacao

estrogénica do utero como modelo experimental.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Acgéo da Insulina

A insulina € o mais importante produto secretorio das células beta
pancreaticas, sendo a chave para as diversas vias de processos metabdlicos; é o
principal responsavel pela estocagem e utilizagcdo de glicose e de muitos outros
nutrientes; além de exercer efeitos regulatorios e de crescimento em quase todas as
células do corpo. Este horménio age tanto ativando sistemas de transporte e
enzimaticos envolvidos na utilizacdo e estocagem de glicose, aminoacidos e acidos
graxos, quanto inibindo a gliconeogenese, glicogendlise, lipdlise e protedlise (Polosnky
e col., 1995; Kahn e col., 1995; Pessin e col, 2000; Saltiel, 2000). Cineticamente, os
efeitos da insulina a nivel celular podem ser classificados como imediato, intermediario
e em longo prazo. S&o efeitos imediatos: recrutamento de proteinas transmembranas
para o transporte de glicose e modificagao covalente por fosforilagdo ou desfosforilagao
de enzimas preexistentes (piruvatodesidrogenase, acetil-CoA, carboxilase,
triacilglicerolipase, fosforilasequinase, glicogéniosintetase e fosforilase) (Kahn e col.,
1995; Blenis,1991; Duckworth e col., 1997). Dentre os efeitos intermediarios citamos: a
estimulagdo e inibicdo da transcricdo de genes especificos e sinteses de novo de
proteinas (Kahn e col., 1995; Granner e col., 1992; Duckworth e col., 1997; O’Brien e
col., 1991) enquanto que os efeitos em longo prazo compreendem: a sintese de DNA,
proliferacdo e diferenciacdo celular; sendo que estes Uultimos efeitos estdo na

dependéncia dos efeitos imediatos e intermediarios bem como de mudangas
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coordenadas pela expressao de muitos genes celulares (Kahn e col., 1995; Duckworth

e col., 1997; O’'Brien e col., 1991).

O conceito mais aceito para o mecanismo de ac¢ao da insulina € que a ligagéo
da insulina ao seu receptor ativa a tirosina quinase do receptor, resultando em uma
cascata de fosforilacdo/defosforilagdo (Figura 1). Dois alvos importantes para a
fosforilagdo da tirosina séo os substratos 1 e 2 do receptor de insulina (IRS-1 e IRS-2),
proteinas que sao fosforiladas apds exposicdo das células a insulina (White e col.,
1987). Varios e diferentes efeitos da insulina foram relacionados a fosforilacdo do IRS-
1. Esse foi considerado o mecanismo de ag¢ado da insulina durante um certo tempo. O
IRS-2 esta agora sendo sugerido como um mecanismo de agao da insulina. Apesar de
ndo haver controvérsia sobre a importancia dos IRS-1 e IRS-2 na ag&o da insulina,
outros mecanismos de tradug&o do sinal podem estar envolvidos na agao da insulina,
como o da acéo intracelular da insulina e/ou do seu processamento (Duckworth e col.,
1997; Udrisar e col., 1984). O conceito de que as varias a¢des da insulina requerem
multiplas vias de sinalizacdo esta sendo mais aceito. Estudos com receptores que
sofreram mutacdo mostraram que diversas acbes da insulina podem ser afetadas
diferentemente pelas modificagcdes estruturais no receptor (Wilden e col., 1990). Esses
e outros estudos indicam que a multiplicidade de sinais da insulina originam-se, pelo
menos em parte, ao nivel do receptor. Embora a ativagédo da tirosina quinase seja um
aspecto fundamental na acéo da insulina, receptores sem atividade de tirosina quinase
também podem gerar efeitos da insulina (Goldfine, 1987) e processos de
fosforilagdo/defosforilagdo n&do estdo envolvidos em todos os aspectos da acéo da

insulina. O desejo de uma explicagdo simplista para a agdo da insulina, contudo, tem
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retardado a aceitagdo de muitos desses processos. A ligagcdo entre o receptor de
insulina e a cascata de fosforilagdo/defosforilagdo ndo € um processo simples. A
ativagdo do complexo ras pela insulina estd envolvida na atividade mitogénica da
insulina e de outros fatores de crescimento. Uma cascata de fosforilagdo do IRS-1,
ligagdo do dominio SH2 e ativagao do complexo ras é mostrada na Figura 1. Contudo, a
ativacdo do complexo ras pela insulina pode ocorrer sem o envolvimento do IRS-1
(O’Brien e col.,, 1991), o que reflete ndo apenas multiplas vias de sinalizagdo para
diferentes agcbes da insulina, mas também multiplos processos de sinalizacdo para a
mesma acao da insulina (redundéancia da acdo hormonal). Esse conceito explica muito

das aparentes discrepancias em varios estudos sobre a ag¢ao da insulina.

O conceito de “cross talk” também deve ser considerado. Esse termo
descreve os efeitos de diferentes horménios sobre o mesmo sistema intracelular,
resultando em aumento ou modificagdo de um sistema por diferentes hormdnios. Ele
também pode ser usado para descrever multiplos efeitos de um unico hormonio sobre
um processo intracelular. Exemplos de “cross talk” € o efeito da insulina sobre o sistema

do calcio-calmodulina (Pershadsingh e col., 1987; Solomon e col., 1994).

2.2 A IDE e a agéo intracelular da insulina

A metabolizagdo da insulina auxilia no controle das respostas celulares a

insulina, diminuindo a sua biodisponibilidade, mas a sua metabolizagdo também.
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Figura 1. Mecanismo de tradugéo do sinal da interagdo insulina/receptor de insulina. O substrato
para a fosforilagao inicial € o IRS-1. Retirado de Kahn C. R. Banting Lecture: Insulin action,

diabetogenesis, and the cause of type Il diabetes. Diabetes 43:1066-1084, 1994.

Esta possivelmente implicada na mediagdo de alguns aspectos da atividade
hormonal desse horménio. A interagdo da insulina com suas células alvo envolve os
seguintes passos: 1) ligagdo a receptores especificos como passo necessario a agéo e
a metabolizacdo da insulina nas células alvo; 2) internalizagdo do complexo insulina-
receptor com formacao do endossoma; 3) transporte e processamento do complexo
insulina-receptor; 4) deslocamento da insulina no citosol; 5) metabolizagdo da insulina

pela IDE; 6) liberagéo pela célula dos produtos de metaboliza¢ao da insulina (Figura 2).
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Figura 2. Diferentes etapas do processamento da insulina a nivel celular. Retirado de Daniel P. Udrisar e
cols. Bating Lecture: Insulin processing. Its correlation with glucose conversion to co,. Acta physiol.

Pharmacol latinoam. 34: 427 — 440, 1984.

Nesse processamento intracelular a insulina tem a possibilidade de associar-
se a organelas intracelulares como os elementos de Golgi, de mobilizar-se para o
nucleo ou para um compartimento de metabolizagdo, ou de ser reciclada para a
membrana. Alguns desses efeitos estdo correlacionados com alguns efeitos da insulina
(Exton, 1991; Plas, 1982; Udrisar e col., 1984; Goldfine, 1987). A hiperinsulinemia
(provocada de forma exdgena) esta correlacionada com o aumento do processamento
celular da insulina (ligacdo com os receptores, internalizacdo e aumento da

metabolizacdo do hormdnio) e com o aumento na resposta celular a insulina (conversao
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de glicose a CO2) (Udrisar e col., 1984). As interac¢des intracelulares da insulina com a
IDE estdao também envolvidas no controle da agdo da insulina sobre a metabolizagéo

das proteinas e da oxidag&o das gorduras (Duckworth e col., 1998).

Embora seja inquestionavel a importancia da metabolizagcdo da insulina
mediada por receptor, a associagéo da ligagao da insulina ao seu receptor e sua agao,
com a internalizagao da insulina e sua metabolizagdo levantou a questado do papel da
internalizacdo e metabolizagcdo na agéo da insulina. A visao mais simples € a de que a
internalizacédo e metabolizagdo sédo importantes na finalizagdo da agédo da insulina.
Apesar da finalizacdo do efeito ser um aspecto importante num sistema que deve
responder a rapidas variagcbes nos niveis hormonais, o possivel papel da insulina
intracelular e seu metabolismo na geragéo de alguns dos efeitos da insulina foi sugerido
por muitos pesquisadores (Steiner, 1977; Draznin e col., 1982; Udrisar e col., 1984). Por
exemplo, foi demonstrado que um inibidor da metabolizacdo da insulina, a
dansilcadaverina, bloqueia o efeito inibitério da insulina sobre a degradagao protéica
intracelular, mas n&o o efeito estimulatério da insulina sobre a sintese de glicogénio
(Draznin e col., 1982). Com uma abordagem diferente, Miller (1988) mostrou que os
efeitos da insulina podem ser produzidos pela injecdo intracelular de insulina em
oocitos. Outros estudos mostraram que a insulina internalizada pode ser encontrada no
citoplasma e no nucleo (Smith e col., 1990), além do endossoma e lisossoma e que a

insulina adicionada a nucleos isolados tem efeito sobre a funcao nuclear.
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2.3 A IDE como a principal protease responsavel pela metabolizacdo da insulina

A maioria dos estudos indicam que a IDE é o mecanismo enzimatico primario
para iniciar o processamento e metabolizacdo da insulina. A IDE &€ uma enzima que
apesar de estar funcionalmente ligada a metabolizacdo da insulina nos endossomos e
na membrana celular, é encontrada principalmente no citoplasma. A insulina
internalizada interage com a IDE (Hari e col., 1987) e anticorpos monoclonais antilDE
microinjetados nas células inibem a metabolizacdo celular da insulina (Shii e col., 1986).
A hiperexpressao da IDE aumenta a taxa de metabolizagdo da insulina pelas células
(Kuo e col., 1991). Todos esses dados indicam que a IDE ¢é a principal protease para a
metabolizac&o celular da insulina, embora ndo possamos descartar outros processos
na degradacao da insulina. A atividade proteolitica da IDE deve-se a presenca de zinco
em sua estrutura; seu peso molecular é de cerca de 110 kDa; outros cations divalentes
podem ativa-la, como exemplo o calcio. O aumento de calcio no tecido promove

aumento na degradacao de insulina (Duckworth e col., 1998; Kuo e col., 1993).

Embora a insulina possua a mais alta afinidade pela IDE, outros substratos
podem ser degradados pela IDE. Eles incluem glucagon, fator de crescimento
semelhante a insulina | e Il (IGF-I e IGF-Il), fator natriurético atrial (ANP), fator de
crescimento transformante a (TGFa), proinsulina, fator de crescimento epidérmico
(EGF), B-amiléide, B-endorfina e hemoglobina oxidada (Duckworth e col., 1998;

Kurochkin, 2001 e Kuo e col., 1993).
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2.4 Papel regulatério da IDE e seu envolvimento no crescimento e diferenciacao

celulares

A metabolizagédo da insulina ndo é a unica fungao celular da IDE, pois tanto
os tecidos sensiveis a insulina quanto os nao sensiveis possuem IDE, sugerindo um
papel multifuncional para essa proteina. A distribuicdo da IDE foi caracterizada em
varios tecidos no rato, sendo a seguinte sua distribuicdo relativa: altos niveis no
testiculo, lingua, cérebro e tecido adiposo marrom; niveis moderados nos rins, prostata,
coragdo, musculo, figado, intestino e pele; e baixos niveis no bago, pulmdes, timo e
utero (Kuo e col., 1993; Bondy e col., 1994). Adicionalmente, ha evidéncias de que os
niveis de RNAm da IDE variam com a fase de desenvolvimento (da embrionaria a fase
adulta) em que se encontra a Drosophila (Stoppelli e col., 1988). A IDE também se
relaciona com varias fungdes celulares, como a diferenciacdo do musculo e outros
tecidos (Kayalar e col., 1990). Em geral, ha uma significativa relagdo entre a expresséao
génica da IDE e os receptores de insulina e de IGFs. Como a IDE degrada tanto
insulina quanto IGF-Il, esses dados sugerem um papel para a IDE tanto na
metabolizacdo quanto na acdo de ambos horménios (Bondy e col., 1994). A insulina e
os IGFs ligam-se aos receptores de membrana e deflagram uma variedade de efeitos
biolégicos que levam ao crescimento e diferenciagédo (Cross e col., 1991). Regulando a
remocgado desses horménios, a IDE esta potencialmente influenciando o processo de

crescimento celular e desenvolvimento.
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2.5 Papel regulatério da IDE e sua interagdo com receptores esteroides

Outra propriedade regulatéria (ndo metabdlica) da IDE é a de associar-se e
os receptores citosoélicos de glicocorticéides e androgenos, aumentando a ligagcao dos
mesmos ao DNA e, subsequentemente, sua atividade (Kupfer e col., 1994) (Kupfer e
col., 1993; Kupfer e col., 1994). A IDE citoplasmatica também forma um complexo com
o proteossoma (proteinase multicatalitica) e regula sua atividade (Bennett e col., 1994),
a qual é importante para a degradacao intracelular de proteinas (Rivett, 1993). A
insulina antagoniza a agdo dos hormoénios esterdides do mesmo modo que antagoniza
a metabolizacdo de proteina celular, abrindo a possibilidade de que uma interagao
citosélica direta da insulina internalizada com a IDE pode estar envolvida nestes efeitos

celulares.

2.6 Fatores extrinsecos e intrinsecos na regulacdo do crescimento do endométrio

uterino. Proliferacéo e apoptose no utero como modelo experimental

Existem varios mecanismos de sinalizagao relativamente bem caracterizados
que contribuem para o crescimento do endémétrio. Moléculas sinalizadoras sintetizadas
dentro do utero atuam dentro e fora das células através de mecanismos paracrinos,
autocrinos e intracrinos, tais como EGF, IGF-1, TGFa, fator de crescimento derivado
das plaquetas (PDGF), fatores de crescimento hepatico e dos queratinécitos (Murphy e
col., 1990). Os fatores extrinsecos que influenciam o crescimento uterino incluem

estrogenos e progesterona. O utero de roedores, tanto imaturos como adultos, € muito
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utilizado como modelo experimental para a avaliagdo da acdo dos horménios
esterdides. A parede do utero é constituida por trés tunicas, que de fora para dentro
sdo: 0 endométrio (mucosa), o miométrio (musculo liso) e a serosa (tecido conjuntivo).
O endométrio € formado por epitélio colunar simples que repousa em uma lamina
propria de tecido conjuntivo; do epitélio de superficie aprofundam-se glandulas uterinas
por toda a espessura do endométrio, as quais estdo separadas pelo tecido conectivo do
estroma; o endométrio pode ser dividido em uma parte superficial espessa, que sofre
mudancas funcionais e estruturais durante o ciclo menstrual/estral e em uma parte
basal, que se altera pouco durante o ciclo menstrual/estral e que é responsavel pela
reconstituicdo da camada superficial (Junqueira e col., 1999). Existem diferencas
importantes entre as respostas celulares do utero em ambos periodos de vida. Por
exemplo, no rato imaturo, doses altas de estrégeno estimulam a divisdo celular em
todos os tecidos componentes do utero: endométrio (epitélios luminal e glandular e
estroma) e miométrio (Kaye e col., 1971; Kirkland e col., 1979). Ja no rato adulto
ovariectomizado a resposta proliferativa ao estradiol s6 ocorre nas células epiteliais
glandulares e luminares (Martin e col., 1973; Quarmby e col., 1984; Clark , 1971; Tachi
e col.,, 1972.). Durante o ciclo estral em ratos, as células epiteliais glandulares e
luminares apresentam um padréo ciclico de proliferacdo e regresséo (Bertalanffy e col.,
1963), refletindo o efeito dos hormoénios esterdides, estrégeno e progesterona. Esses
periodos de crescimento e regressdo endometrial sdo sincronizados com a fungao
ovariana através de modificacbes nos niveis circulantes e/ou locais de estrégenos e
progesterona. Para a maioria das espécies de mamiferos, os mecanismos responsaveis
por esses efeitos dos esterbides sobre o endométrio ndo estdo completamente

esclarecidos. O estradiol produz seus efeitos através dos receptores de estrédgenos
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(RE). Estes receptores sdo expressos nas células epiteliais e estromais do rato imaturo
e adulto (Bigsby e col., 1990). A estimulagéo estrogénica da mitogénese epitelial uterina
pode ser mediada por fatores de crescimento, os quais seriam produzidos no estroma
uterino por acdo dos estrogenos e atuariam sobre o epitélio uterino para estimular a

mitogénese (Cooke e col., 1997).

3 OBJETIVOS

Avaliar na fragdo citosélica de homogeneizados de uteros de ratos, se a
enzima que degrada a insulina (IDE) é modificada em quantidade e atividade, em
situacbes de proliferacdo celular (proestro, castracdo mais estradiol) e apoptose

(metaestro, castracéo).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Ratos machos Wistar (ratus norvegicos albinus) adultos pesando entre 225 e
269g foram utilizados nos experimentos. Os animais foram criados no biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco,

recebendo alimentagéo (ragdo purina para ratos) e agua filtrada ad libitum. Os animais
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foram mantidos em sala com a ventilagéo e iluminagao naturais (aproximadamente 12

horas de claro e 12 horas de escuro) e temperatura que variava entre 25 e 29°C

durante todo o ano.

4.2 Reagentes quimicos e drogas utilizadas

- Horménio para tratamento dos animais:

Benzoato de estradiol (Sigma)

- Preparacao das fracoes citosoélicas:

EDTA (Vetec)
Sacarose (Reagen)

Tris[hidroximetil] aminometanohidrocloreto- HCI (Sigma)

Coquetel de inibidores de proteases (Sigma)

- Determinacéo fotocolorimétrica:

Commasie Brilliant Blue G — (Sigma)
Albumina sérica bovina (BSA, fragédo V) Miles (Naperville, IL);

Etanol, Acido fosférico concentrado (Reagen)

- Eletroforese em gel de poliacrilamida:

Agua Deionizada

Dodecilsulfato de sédio (SDS) ( Sigma)
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Acrilamida (Sigma)

N,N’- Metilenobisacrilamida (Bis acrilamida) (Sigma)
Persulfato de aménia (APS) (Sigma)

N, N, N’, N’, - Tetrametiletilenodiamina, (TEMED) (Sigma)
Tris[hidroximetillaminometano (Tris base) (Sigma)

Glicina (Sigma)

Glicerol (Reagen)

2-mercaptoetanol (Sigma)

Azul de bromofenol (Sigma)

Acido Cloridrico (HCI) (Reagen)

- “Immunoblotting” :

Tris (Sigma)

Glicina (Sigma)

Metanol
Tampéo Tris— salina (TBS) (20 mM Tris-HCI, 0,9 g% NaCl, pH 8,0) (Sigma)
Anticorpo antilDE: o peptideo sintético YKEMLAVDAPRRHK (p15) correspondendo
aos residuos 940-953 da sequUéncia da IDE de rato mais uma cisteina adicionada ao
N-terminal, foi preparada pelo Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo. O
peptideo foi acoplado a uma proteina imunogénica utilizando um “kit” da Pirce
(Rockford, IL, USA), misturado com o adjuvant de Freund’s e injetado em coelhos,
em nosso laboratorio. Os animais foram injetados trés vezes com o peptideo
antigénico em adjuvant de Freund’s incompleto. O sangue foi coletado e o anticorpo

foi testado para reatividade especifica com o peptideo marcado com '?l pelo
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método da cloramina-T. O anti-p15 foi purificado por cromatografia de afinidade
usando coluna de peptideo ligado a agarose (Sulfolink coupling gel, Pierce). Apds
eluicdo com 0,1 mol/L de glicina, pH 2,5, o eluato contendo o anticorpo anti-p15 foi
dialisado e concentrado.

Albumina sérica bovina (BSA, fragéo V) Miles (Naperville,IL)

A-2306 — Monoclonal anti-rabit Immunoglobulins, Alkaline Phosphatase Conjugate-
clone RG-16- Sigma Immunochemicals

Substrato de fosfatase alcalina BCIP/NBT (Sigma)

-Atividade da IDE

Insulina de porco cristalina (Bio-Bras)

125 lodo (Amersham)

Sephadex G-50 (Pharmacia)
DEAE-Bio-Gel A Agarose

Acido tricloroacético (TCA) (Vetec)

4.3 Grupos experimentais

Foram utilizados 19 ratos cujos pesos variaram entre 225 a 269 mg, fémeas,

adultos, divididos nos seguintes grupos experimentais:
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a) Grupo Controle (C)

Este grupo foi dividido em dois subgrupos: C1 (ratos em proestro) e C2 (ratos
em metaestro). Os animais deste grupo foram acompanhados para a observagéo do
ciclo estral, objetivando identificar as fases onde ha maior quantidade de estrogénio
(proestro) e menor quantidade de estrogénio (metaestro); para tanto se utilizou a coleta
da secrecao vaginal. Em seguida as ratas foram imediatamente sacrificadas, retirados

seus Uteros e armazenados em nitrogénio liquido para posterior processamento.

b) Grupo Castrado

Os animais foram anestesiados com éter e castrados por via lombar 7 dias
antes do experimento. No quarto dia apés a castracdo os mesmos foram tratados 6leo

de milho, por via subcutanea, durante trés dias consecutivos.

c¢) Grupo castrado e tratado com benzoato de estradiol

O tratamento hormonal foi instituido 4 dias ap6s a ovariectomia. O tratamento
consistiu na injecao de 2 ug/100 g de peso corporal de benzoato de estradiol (E2)
(diluido em 6leo de milho, 0,1 mI/100 g peso corporal), por dia, durante 3 dias
consecutivos. Esse periodo de tratamento com estradiol € necessario para as analises

de crescimento uterino (Clark e col., 1988). Vinte e quatro horas ap6s a ultima injecao
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de estradiol os animais foram sacrificados por decapitacdo e o utero foi removido,
pesado e imediatamente armazenado em nitrogénio liquido, para posterior

homogeneizagao e determinacao da atividade e quantidade da IDE.

Na realizagdo da ovariectomia seguiu-se a etapa abaixo:

- Anestesia dos animais com éter e retirada dos pélos do dorso (entre a borda inferior
das costelas e a coxa) do animal. Em seguida realizou-se a assepsia do local com

alcool iodado.

- Fixagdo do animal em decubito ventral e incisdo de aproximadamente 4 cm
comprimento, com tesoura, na pele do dorso, na linha mediana. Em seguida, foi
feita difusdo da parede muscular (com 1,5 cm de extensdo) entre a ultima costela
€ a coxa, distante 2 cm da linha mediana, até cair na cavidade abdominal. O ovario
foi identificado logo abaixo envolto em uma massa de gordura. Apds pingamento
do ovario foi realizada a ligadura abaixo da trompa uterina, e o ovario foi retirado

apos corte feito entre ele e a ligadura da trompa.

- Reintroducao do utero na cavidade abdominal e sutura da parede muscular e pele.

- Repeticado das etapas para a retirada do segundo ovario (no lado oposto).
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Para a analise da secrecdo vaginal foram realizadas as seguintes etapas:

Preparacéo de um conta gotas de calibre adequado com um pequeno volume de
soro fisiolégico e introdugdo do soro (ponta do conta gotas cerca de 0,5 cm
intravaginal) na vagina da rata (segura em decubito dorsal) e, logo em seguida,

aspiracao do soro, colhendo assim o fluido vaginal.

Exame ao microscopio 6ptico, com aumento médio, do material colhido e colocado

em lamina de vidro.

A identificacdo da fase do ciclo na qual o animal encontrava-se é observada, de
acordo com a seguinte caracterizagdo: em proestro o esfregago vaginal
apresentava muitas células epiteliais, nucleadas, redondas ou fusiformes (rapido
crescimento epitelial); em estro o esfregago vaginal apresentava remanescentes de
células epiteliais, células cornificadas grandes, achatadas e irregulares (maximo
crescimento epitelial); em metaestro o esfregaco vaginal apresentava muitas
células cornificadas e epiteliais com infiltracdo de leucocitos (descamacgéo); em
diestro o esfregaco vaginal apresentava poucas células epiteliais com poucos ou

muitos leucocitos (poucas camadas de células epiteliais).
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4.4 Preparacao da fracao citosoélica

Nesses grupos experimentais foi estudada a quantidade da enzima que
degrada a insulina e sua atividade na fracdo citosolica, através da determinacdo da
imunoreatividade com anticorpos especificos e da precipitagio com TCA,
respectivamente. Os uteros (500 mg), foram cortados em pequenos pedagos e
homogeneizados com tampao (25mM Tris-HCI, pH 7,4 , 0,25 M de sacarose, 2mM
EDTA) com adi¢cao do coquetel de inibidores de proteases em um homogeneizador de
7ml de teflon-vidro (Kontes), em volume de 2ml por grama de utero. Apds a
homogeneizagdo do tecido, os nucleos foram separados por centrifugacdo de 10
minutos a 800 x g; em seguida, o sobrenadante correspondente a fragdo pds-nuclear foi
centrifugado a 100.000 x g durante 1 hora. O correspondente sobrenadante foi
considerado fracao citosolica. Em seguida, foi feita a purificagéo da fragao citosolica por
precipitacdo, através da adicdo de 0,21g de sulfato de aménio por ml da fragcédo
citosélica, deixando-o descansar por 45 minutos. Centrifugou-se e separou-se o
precipitado do sobrenadante. Ao sobrenadante foi adicionado 0,21 g/ml de sulfato de
aménio, produzindo-se assim uma concentracdo de 60%, com o objetivo de precipitar
alguma proteina que néo precipitou a 30%. Este material foi submetido novamente a
centrifugacao e separado da mesma forma como descrito acima. O segundo precipitado
obtido representou a fracdo 30-60%. Em seguida, foi realizada a dessalinizagdo em
coluna de Dextran (Cross-linked Dextran), recolhendo-se entdo a amostra com as

proteinas para a determinagéo da concentragéo de proteinas totais.
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4.5 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE, sistema de tamp&o Laemmli)

Foi utilizado o aparelho Mini-Protean Il-Eletrophoresis Gell, seguindo-se todas
as instrugdes do seu manual. O gel escolhido empiricamente para a IDE (110kDa) foi de
10%T (%T= g acrilamida+ g bis-acrilamida/volume total x 100). A separacdo das

proteinas citosolicas foi realizada de acordo com Laemmli, 1970.

4.6 Transferéncia das proteinas do gel para uma matriz de nitrocelulose,

imunodetecc¢ao (“immunoblotting”) e quantificagcao da IDE

O “immunoblotting” combina a resoluc¢ao da eletroforese com a especificidade
das reacgdes imunoldgicas, sendo por isso um importante meio de verificacdo da
validade da separacgéo. Este procedimento mostra se ha a proteina de interesse, no
caso a IDE, como mostra também se ela esta imunologicamente ativa para o anticorpo
com o qual esta sendo testada (Gershoni e col., 1983). Neste procedimento realizamos
a transferéncia do gel de eletroforese para um sistema de sanduiches conforme a
Figura 3. As proteinas sédo absorvidas pelo papel de nitrocelulose que pode absorver
anticorpo. Para a transferéncia utiliza-se o tampao de transferéncia (25mM Tris, 192
mM glicina, 20% metanol, pH 8,3). A montagem foi feita conforme a figura 3 e
posteriormente o sanduiche foi introduzido na cuba do aparelho contendo o tampé&o de

transferéncia e deixado ligado durante toda a noite.
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Fig 3. Esquema de transferéncia do gel de eletroforese para um sistema de sanduiches. Retirado de

Gershoni J. M., Palade G. E. Principles and applications. Anal Biochem; 131: 1-15, 1983.

Ap6s a noite de transferéncia, o papel de nitrocelulose (NC) foi
cuidadosamente retirado e incubado com albumina (5%) por 2 horas a temperatura
ambiente sob agitacao lenta e constante. As proteinas foram absorvidas pelo papel de
nitrocelulose e sobre este foram realizadas as incubagdes com os anticorpos. A IDE foi
detectada pelo anticorpo especifico antiiDE puro (obtido no Laboratério de
Endocrinologia Molecular da UFPE) e revelada pelo uso de fosfatase alcalina acoplada
ao segundo anticorpo. A incubagdo foi realizada durante 2-3 horas, a temperatura
ambiente, com agitacdo constante e suave. Ao final de 3 horas retirou-se a solugéo do

primeiro anticorpo e lavou-se 4 vezes o papel de nitrocelulose com tampao Tris-salina
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(TBS) (20 mM Tris-HCI, 0,9 g% NaCl, pH 8,0). Cada lavagem permaneceu em agitagcéo
suave por 5 minutos. Apds esta lavagem adicionou-se o segundo anticorpo (A-2306-
Monoclonal Anti-rabit Immunoglobulins, Alkaline Phosphatase Conjugate-clone RG-16-
Sigma Immunochemicals), o qual reconhece somente o primeiro anticorpo. Em seguida,
realizou-se uma lavagem semelhante a primeira e adicionou-se uma solugdo do
substrato (YKEMLAVDAPRRHK (p15)), que reagiu com o segundo anticorpo e produziu

uma coloragao rosada, indicando a presenga do segundo anticorpo.

As bandas de proteinas imunocoradas foram detectadas e quantificadas por
meio de um densitdmetro e os resultados foram expressos como porcentagem de
aumento ou diminuigdo em relacao ao grupo controle (para uma mesma quantidade de
proteina separada por eletroforese - 30ug de proteina citosélica/linha) (Udrisar e col.,

1990; Camberos e col., 2001).

4.7 Preparagéo da '?° |- insulina monoiodada

A insulina foi marcada pela técnica de cloramina T, com a relagédo
iodo/insulina de 0,1/1. Para separar a insulina nativa da insulina marcada (obtencao da
maior atividade especifica) foi empregada uma cromatografia em DEAE-Bio-Gel A
Agarose. A insulina assim obtida possui atividade bioldégica semelhante a insulina ndo

iodada (Udrisar e col., 1992).
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4.8 Degradacdo da '*°l-insulina

Em todos os experimentos a degradacéo de '®l-insulina foi determinada por
precipitacdo com 5% de TCA, considerando-se a radioatividade soluvel como material

degradado (Udrisar e col., 1992; Camberos e col., 2001).

4.9 Determinagao da concentragéo total de proteinas — método de Bradford

A determinacdo da concentragdo total de proteinas das fragbes citosoélicas
obtidas dos homogeneizados de uteros foi realizada por espectofotometria, pelo método

de Bradford (Bradford, 1976).

410 Tratamento Estatistico

Os dados experimentais representam a média £ o erro padrdo da média
(média £ EPM) dos valores obtidos para cada grupo. A analise estatistica dos dados e a
comparagado dos resultados entre os grupos experimentais foram determinada pelo
teste t de Student ndo pareado. Os valores de P < 0,05 (quando indicado) foram

considerados significativos.
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5 RESULTADOS
5.1 Influéncia do estado estrogénico sobre o peso uterino

Como fato j& bem estabelecido na literatura (Clark e col., 1988), o peso
uterino umido foi maior nos grupos Controle em proestro e Castrado + E, , quando

comparados com os grupos Controle em metaestro e Castrado, respectivamente

(Figura 4). O peso seco foi proporcional ao peso umido (dados nao mostrados).

T

w B [é)]
o o o
o o o
| | |

Peso uterino (mg)

C1 Cc2 Cast Cast + E2

Figura 4. Influéncia do estado estrogénico sobre o peso uterino Umido de ratas adultas. C1 = controle em
proestro; C2 = controle em metaestro; cast = Castrada; Cast + E, = castrada + benzoato de estradiol (2
pg/100 g peso corporal). Os dados representam a média de 4 animais por grupo + EPM. * p £ 0,05 versus

C1; ** p< 0,0001 versus cast.
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5.2 Influéncia do estado estrogénico sobre a variagao do ganho de peso corporal

A medida da variagdo do ganho de peso corporal teve como finalidade
descartar a influéncia do peso corporal sobre os valores do peso uterino obtidos nos
diferentes estados estrogénicos. Essa medida foi realizada no periodo compreendido
entre a castragcdo e o término do tratamento com estradiol (7 dias). Os dados
mostraram n&o haver diferenca entre os grupos (Figura 5), indicando que as diferengas
observadas no peso uterino sao devidas a influéncia especifica do estradiol sobre o

aumento da proliferagéo celular/inibicao da apoptose no utero.

w
o
|

20+

Variagao do ganho de
peso corporal

C1 C2 Cast Cast + E2

Figura 5. Influéncia do estado estrogénico sobre a variagdo do ganho de peso corporal
de ratas adultas. Periodo compreendido: 7 dias (do dia da castragdo ao dia seguinte ao t
érmino do tratamento com estradiol). C1 = controle em proestro; C2 = controle em
metaestro; Cast = castrada; Cast + E, = castrada + benzoato de estradiol
(2 pg/100 g peso corporal). Os dados representam a média de 4

animais por grupo + EPM.
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5.3 Influéncia do estado estrogénico sobre a relagdo peso uterino/peso corporal

A relagédo peso uterino/peso corporal foi determinada para confirmar que as

diferencas observadas no peso uterino sao devidas a influéncia especifica do estradiol

sobre a proliferagao celular uterina (Figura 6).

Peso utero/Peso
corporal

C1 Cc2 Cast Cast +E2

Figura 6. Influéncia do estado estrogénico sobre a relagao peso uterino (mg)/peso
corporal (g) de ratas adultas. C1 = controle em proestro; C2 = controle em metaestro;
cast = castrada; cast + E2 = castrada + benzoato de estradiol (2 ug/100 g peso corporal).
Os dados representam amédia de 4 animais por grupo + EPM. * p<0,05 versus C1;

** p<0,0001 versus Cast.



42

5.4 Influéncia do estado estrogénico sobre a degradacdo da '®l-insulina em diferentes

concentragdes de proteinas da fragao citosdlica de utero — animais controle

O sobrenadante (100.000 x g/60 min) do homogeneizado de uteros dos
diferentes grupos experimentais foi considerado como fragédo citosdlica e usada para
estudar a atividade (determinada através da degradacao da '2|.insulina) e quantidade

(determinada através de “immunoblotting”) da IDE.

Foram analisadas fragbes citosOlicas com concentragdes protéicas
crescentes nos diferentes grupos. A Figura 7 mostra um crescimento linear da
degradacdo da '*°l-insulina conforme a concentracédo de proteinas em ambos os grupos
de animais. A maior atividade da IDE foi verificada no grupo experimental onde existe
maior nivel plasmatico de estradiol e, consequientemente, maior proliferacédo celular

(C1, proestro).
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Figura 7. Influéncia do estado estrogénico sobre a degradacgéo da insulina em diferentes concentragdes
de proteinas da fragdo citosolica de Utero, dos grupos C1 (controle em proestro) e C2 (controle em
metaestro). Os dados representam a média + EPM de um experimento representativo, em triplicata. *

p<0,05 versus C1 correspondente.

5.5 Influéncia do estado estrogénico sobre a degradacgéo da '25|-insulina em 400 g de

proteinas da fragéo citosoélica de utero — animais controle

A Figura 8 mostra que na maior concentracado de proteinas da fragao citosolica
(400 pg) o percentual de degradagdo da insulina foi 21% maior no grupo Controle em

proestro (C1) em relagdo ao grupo Controle em metaestro (C2).
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Figura 8. Influéncia do estado estrogénico sobre a degradagao da insulina em 400 ug
de proteinas da fragdo citosélica de utero, dos grupos C1 (controle em proestro) e
C2 (controle em metaestro). Os dados representam a média £+ EPM de um experimento
representativo, em triplicata. * p<0,05 versus C1. Dados derivados dos resultados

mostrados na Fig. 7.

5.6 Influéncia do estado estrogénico sobre a degradacdo da '?’l-insulina em diferentes
concentragdes de proteinas na fracdo citosdlica de utero — animais castrados e

castrados + E,

Seguindo o mesmo protocolo da Figura 7, verificamos um crescimento linear
da degradacdo da '*°l-insulina conforme a concentracdo de proteinas das fracdes
citosélicas de ambos grupos experimentais. Novamente, pode-se observar que em
situacéo de proliferagdo celular aumentada (castrado + E;) corresponde uma maior
degradacdo de '®l-insulina para todas as quantidades de proteinas citosolicas

estudadas (Figura 9).
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Figura 9. Influéncia do estado estrogénico sobre a degradagdo da insulina em diferentes concentragbes
de proteinas da fragao citosoélica de utero, dos grupos castrado com e sem tratamento com estradiol (2
Mg/100 g peso corporal). Os dados representam a média £+ EPM de um experimento representativo, em

triplicata. * p<0,05 versus castrado + E, correspondente.

5.7 Influéncia do estado estrogénico sobre a degradacao da 25|_insulina em 400 pg de

proteinas da fragéo citosoélica de utero — animais castrados e castrados + E;

A Figura 10 mostra que na maior concentracdo de proteinas da fracao
citosolica (400 ng) a degradagao da '®I-insulina foi 61 % maior no grupo Castrado + E;

em relag&o ao grupo Castrado.
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Figura 10. Influéncia do estado estrogénico sobre a degradacéo da insulina em
400 pg de proteinas da fragdo citosolica de utero, dos grupos cast (castrado) e
cast + E;, (castrado + benzoato de estradiol; 2 ug/100 g peso corporal).

Os dados representam a média + EPM de um experimento representativo,
em triplicata. *p<0,05 versus castrado. Dados derivados dos resultados

fornecidos na Fig. 9.

5.8 Correlagdo linear entre a degradacdo de 'l-insulina e a relacdo do peso

uterino/peso corporal.

Nesta andlise foram utilizados os dados obtidos com a concentracado de 400
Mg de proteinas citosdélicas de cada grupo experimental (Figs.8 e 10) e os dados da Fig.
6. Na Figura 11, constata-se que existe uma correlacdo linear (proxima a 1) entre a

atividade da IDE e as correspondentes relagcbes de peso uterino/peso corporal. O



47

coeficiente de correlacao préximo a 1 ( r = 0,9185) sugere que essa € a ordem da

reacao considerada.
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Figura 11. Correlagéo linear entre a degradacéo de insulina (em 400 pg de proteinas
citosolicas) e a relagao do peso uterino/peso corporal em cada grupo experimental

(C1, C2, Cast e Cast + E,). (r=0,9185).

5.9 Analise do “immunoblotting” da IDE na fragdo citosélica de utero de ratas em

diferentes estados estrogénicos.

Para a imunodetec¢do da IDE em um suporte sélido (papel de nitrocelulose
empregado na transferéncia de proteinas do gel de poliacrilamida, apos a
correspondente separacédo eletroforética das proteinas citosolicas dos diferentes
grupos experimentais) foi utilizado o anticorpo anti-IDE obtido contra a regido dos

ultimos 14 aminoacidos do terminal-carboxila da IDE. Conforme mostra a Figura 12, os
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niveis de IDE variam de acordo com o estado estrogénico do animal, ou seja, estdo
diminuidos nos grupos onde o estradiol esta baixo (C2 e Cast) e aumentados nos

grupos onde o estradiol esta alto (C1 e Cast + E»).

CITOSOL

«— IDE

C1 c2 Cags Cast+ E2

Figura 12. Analise do”immunoblotting” da IDE na frac&o citosélica de Utero de ratas em
diferentes estados estrogénicos. C2 = controle em metaestro; Cast = castrada;

Cast + E, = castrada + benzoato de estradiol (2 ug/100 g peso corporal).

5.10 Quantificacao da IDE por densitometria em diferentes estados estrogénicos

A quantidade da IDE foi avaliada por densitometria do “immunoblotting” da Figura
12. Os resultados obtidos (expressos em densidade 6ptica, DO) foram: C1: 93,0 + 10,5 (n:5)
DO, C2: 57,8 £ 1,1 (n:4) DO, Cast.: 10,3 £ 1,3 (n:4) DO e Cast + E»: 66,5 £ 5,8 (n:6) DO,

(Fig.13).
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Figura 13. Quantificagdo da IDE por densitometria em diferentes estados
estrogénicos. Os resultados sdo expressos em unidades arbitrarias de

densidade 6ptica (DO). * p<0,01 versus C1; ** p<0,0001 versus Cast.

5.11 Correlagao linear entre a degradacdo da '?°l-insulina e a densidade éptica da IDE

A comparagao entre as atividades da IDE (degradacdo da '®l-insulina) e as
quantidades da IDE (“immunoblotting”) estudadas, também se correlacionaram
linearmente (coeficiente de correlagdo proximo a 1, r* : 0,9962) (Fig.14). Esses
resultados sugerem que a atividade da IDE é dependente de sua quantidade e que
ambos parametros estudados dependem dos diferentes estados estrogénicos (aumento

em situacao de proliferagéo celular e diminuicao em situagcéo de apoptose).
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Figura 14. Correlagdo linear entre a degradacao da '?|insulina e a densidade
optica da IDE (densitometria do “immunoblotting”). Dados derivados dos resultados

mostrados nas figuras 8, 10 e 13)

Assim, situacbes de apoptose e proliferacdo celular podem regular a
atividade/quantidade da IDE e o estradiol pode ser um fator importante na expressao génica

da IDE e sua regulacao no utero.
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram que: 1) a quantidade e atividade
da IDE aumentam na fracao citosélica de homogeneizado de utero de ratas intactas na
fase de proestro ou de ratas castradas e tratadas com benzoato de estradiol e 2) a
quantidade e atividade da IDE diminuem em utero de ratas intactas na fase de
metaestro ou de ratas castradas. No primeiro caso, a situagdo experimental &€ de
proliferacao celular — o endométrio prolifera em resposta ao estradiol exégeno ou em
resposta ao aumento ciclico do estradiol endégeno. O estradiol € necessario para a
morfogénese, citodiferenciagéo e atividade secretéria do epitélio uterino. Durante o ciclo
estral, o padrao de variagdo na proliferacdo celular, crescimento vascular e fluxo
sanguineo que ocorre no endométrio, reflete as variagcbes nos niveis circulantes de
estradiol e progesterona (Johnson e col., 1997). O nivel de estradiol alcan¢ga o maximo
durante o proestro e cai a niveis basais entre o estro e o metaestro (Butcher e col.,
1974). O segundo caso, o do animal intacto em fase de metaestro ou do animal
castrado, constitui a segunda situagdo experimental, de apoptose uterina, na qual ha
atrofia desse 6rgdo devido a diminuigcdo do estradiol circulante. Os resultados de
aumento na atividade (aumento na degradacgéo da insulina) e na quantidade da IDE no
utero de ratas em proestro (estimulado com estradiol) e de diminuicdo desses
parametros no utero de ratas em metaestro e, portanto, em auséncia do estimulo com
estradiol, evidenciam a importancia fisiolégica da IDE no processo de crescimento
uterino durante o ciclo estral das ratas. O envolvimento da IDE com o crescimento
celular foi ainda mais evidenciado, no presente estudo, ao se encontrar uma correlacao

linear entre a degradacao da insulina e o peso relativo do utero.
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Varias evidéncias sugerem que enzimas, como a IDE, que metabolizam
fatores de crescimento, podem estar envolvidas na regulacédo do crescimento e
desenvolvimento. Stopelli e col. (1988) mostraram que a expresséo da IDE é regulada
durante o desenvolvimento, na Drosophila. Couch e col. (1983) demonstraram que
inibidores da atividade de metaloprotease endogena bloqueiam a fusdo de mioblastos
oriundos de musculo esquelético de ratos. Posteriormente, Kayalar e col. (1989)
mostraram uma correlagao entre inibicdo da IDE e inibicdo da diferenciagdo morfoldgica
e bioquimica no mesmo tipo de célula (mioblastos) e sugeriram que a degradagao da
insulina pela IDE é necesséaria para a diferenciacdo da célula muscular. Resultados
prévios deste laboratorio (Porto e col., 2002; Barbosa e col., 2003) mostraram que a
atividade e a quantidade da IDE aumentam em préstata de ratos castrados e tratados
com testosterona ou de ratos intactos tratados com dexametasona — condi¢cdes de

proliferacao — e diminuem na proéstata de ratos castrados — condigao de apoptose.

Uma das principais a¢des dos estrogenos em tecido alvo é a estimulagéo da
proliferacao celular. As a¢des do estradiol na proliferacao celular uterina sdo mediadas
através da sua ligacéo especifica aos receptores nucleares estrogénicos, os quais sao
expressos nas células epiteliais e estromais. Devido ao fato de que os niveis de
receptores influenciam a resposta tissular ao estradiol, torna-se de grande interesse o
entendimento de como os receptores de estrogenos sao regulados. Sabe-se que a IDE
se associa com os receptores de glicocorticoides e de andrégenos ativando-os (Kupfer
e col., 1993; Kupfer e col., 1994), ou seja, aumenta a ligagdo desses receptores ao
DNA assim como a atividade transcricional dos mesmos. Apesar de até a presente data

ndo haver referéncia a interacdo da IDE com os receptores de estrégenos, pode-se
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pensar, por inferéncia dos estudos citados (com receptores de glicocorticoides e
andrégenos), que tal interacado exista. Essa interacdo pode ter um impacto potencial
sobre a sinalizagdo da insulina e dos esterbides. Por exemplo, 1) os receptores de
esterdides podem ser substratos para protedlise pela IDE, ja que a mesma metaboliza,
além da insulina, outras proteinas “in vitro” (TGF-a, ANF, IGF-I e IGF-Il). Se a IDE
metaboliza receptores de esterdides “in vivo”, ela pode ter um papel na regulacéo da
acao dos esteroéides, por modular a concentragcédo dos receptores dos esteroides; 2) os
receptores de esterbides podem interagir com a IDE para regular sua atividade
degradativa sobre a insulina; 3) a IDE pode modular diretamente a atividade

transcricional dos receptores de esterdides.

A correlacéo entre a expressdo de RE no epitélio uterino e os efeitos do
estradiol sobre a mitogénese levaram a suposi¢cdo de que os efeitos estrogénicos
fossem mediados diretamente através de receptores epiteliais. Contudo, Cooke e col.,
(1997) demonstraram que os receptores epiteliais ndo sdo nem necessarios nem
suficientes para a proliferagdo epitelial uterina induzida pelo estradiol. Esses autores
propuseram um modelo para explicar a estimulacao estrogénica da mitogénese epitelial
uterina, o qual consiste no seguinte: os estrégenos ligam-se aos REs nas células
mesenquimais/estromais uterinas e estimulam a producdo de fatores paracrinos, os

quais entao atuam sobre o epitélio uterino para estimular a mitogénese (Figura 15).
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Figura 15. Mecanismo da proliferagéo epitelial uterina induzida

pelo estradiol (Cooke e col., 1997).

Dentre os fatores paracrinos foi postulado que os fatores de crescimento
poderiam ser os mediadores dos efeitos mitogénicos do estradiol sobre o epitélio
uterino (Murphy e col., 1990; Cooke e col., 1997). Varios fatores de crescimento sao
produzidos pelo estroma do utero e de outros érgdos, como também foram descritos
receptores epiteliais de fatores de crescimento e também agbes biolégicas dos fatores
de crescimento sobre células epiteliais. Por exemplo, o fator de crescimento semelhante
a insulina 1 (IGF-1) é produzido, relativamente, em altas quantidades no utero,
preferencialmente no estroma (Adesanya e col.,, 1996), e é um mitdgeno epitelial
potente, sendo regulado pelo estradiol no utero (Adesanya e col., 1996). Esse fator de
crescimento poderia ser um mediador paracrino dos efeitos mitogénicos do estradiol no

epitélio uterino. O RNAm do IGF-1 esta presente no endométrio uterino na fase
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proliferativa do ciclo menstrual e sua modificagao ciclica coincide com as concentracdes
do estradiol (Zhou e col., 1995). Adicionalmente, foi demonstrado que o estradiol
estimula a fosforilagdo da tirosina do receptor do IGF-1 e do substrato 1 da insulina
(IRS-1) no epitélio do utero de camundongos (Richards e col., 1996); o IRS-1, como
parte da via do receptor do IGF-1, pode ser importante na mediacao da proliferacéo do
utero estimulada pelo estradiol. Outros fatores de crescimento que poderiam estar
envolvidos nas interacbes mesénquima/epitélio sdo o EGF, o fator de crescimento
derivado das plaquetas (PDGF), o fator de crescimento hepatico, o fator de crescimento
dos queratinécitos e o TGF-a (Das e col., 1994; Rider e col., 1995; Zarnegar e col.,

1995; Koiji e col., 1994; Nelson e col., 1992).

Para reforgar o modelo de resposta indireta ao estradiol no epitélio uterino, é
interessante referir um trabalho anterior realizado com andrégenos no epitélio
reprodutor masculino (Cunha e col., 1992). Nesse estudo os autores demonstraram que
a proliferacao epitelial induzida pelos androgenos na préstata € mediada indiretamente
pelos receptores de andrégenos mesenquimais/estromais. Esses efeitos indiretos dos
andrégenos, juntamente com os do estradiol, sobre a proliferacdo epitelial, sugerem
que a regulacao do crescimento epitelial nos érgaos reprodutivos do macho e da fémea
€ feita através de mecanismos paracrinos comuns, mediados pelos receptores

hormonais do estroma.

Assim, como a IDE é uma protease que metaboliza insulina e fatores de
crescimento, é razoavel pensar que o aumento de IGFs em situagdes de proliferacao

celular leva a um aumento de receptores para os IGFs e, conseqlientemente, um
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aumento da IDE (em seu papel de protease) para finalizar a acdo hormonal. Na Figura
16 sugerimos um modelo da correlagéo entre estradiol, proliferacao celular uterina e a

quantidade/atividade da IDE.

Estradiol T
U
IGF-1 livre T IGF-1R T
U

Efeitos paracrinos/autécrinos
U
Expressio de efetores mitogénicos T
U
Proliferagao celular T /apoptose |
hiperplasia
U

Expresséo da IDE 17

Figura 16. Modelo proposto para os efeitos do estradiol no balango da proliferagao celular/apoptose, que
resulta em hiperplasia uterina e aumento da quantidade da IDE (possivelmente por aumento da

expresséao génica). A IDE pode participar na proliferagédo celular como proteina regulatoria.
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Dentro do contexto do presente estudo e de suas implicagdes é interessante
referir, ainda, que os estrégenos reduzem o acumulo do peptideo B-amildide no
cérebro, reduzindo o fator de risco para a enfermidade de Alzheimer (AD). Essa
enfermidade é um desordem neurodegenerativa caracterizada pela acumulo de formas
agregadas do peptideo B-amildide. A IDE, entre outros peptideos, metaboliza o -
amildide e assim € plausivel pensar que alteracbes na quantidade/atividade da IDE
pode levar, ou ndo, ao acumulo do peptideo B-amildide a nivel cerebral, com
possibilidade de aumentar o risco de desencadear a AD. Foi demonstrado
recentemente, na fracao citosdlica de um homogeneizado de cérebro de paciente
(estudo realizado poés-mortem) com AD, que a IDE estava diminuida em
quantidade/atividade em relagdo ao grupo controle (normal), apoiando a hipotese de
que a atividade reduzida da IDE pode contribuir para o acumulo do B-amiloide (Perez e
col, 2000). Além do mais, sdo conhecidos os efeitos neuroprotetores dos estrogénios
em mulheres pés-menopausicas, com reducao no risco de desencadear a AD (Green e
col., 2000). Também foi demonstrado recentemente, que a ovariectomia e a terapia
substitutiva com estradiol modulam os niveis do peptideo B-amiléide, podendo-se
inferir que a cessacéo da producgéo de estrogénio ovariano na pdés-menopausa facilitaria
a deposicao do B-amildide por aumento de sua concentragdo. De forma oposta, o
tratamento com estradiol diminui o B-amiléide do cérebro. Esses dados sugerem que a
modulacédo do metabolismo do B-amildide pela administracéo de estradiol a mulheres
pds-menopausicas preveniria ou retardaria o aparecimento da enfermidade de AD.
Como nesses estudos néo foi quantificada a IDE, n&o foi possivel distinguir se o
acumulo do B-amildide se devia a um aumento na sua geragao ou a auséncia de sua

metabolizacdo, em situagcbdes de diminuicdo de estradiol (Petanceska e col., 2000). Os
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dados apresentados no presente estudo mostram uma correlagdo entre estradiol,
proliferacao celular uterina e quantidade/atividade da IDE, levando-nos a pensar que no
cérebro poderiam ser observadas as mesmas alteracbes da IDE em resposta ao
estradiol, como os que foram observados no tecido uterino. Assim, o acumulo do (-
amiléide na AD nas mulheres pds-menopausicas, poderia ser devido, pelo menos em
parte, a uma diminuigdo da quantidade/atividade da IDE no cérebro pela auséncia de

estradiol.

Tomados em seu conjunto, nossos resultados mostram que o aumento da
atividade IDE na fragao citosolica de um homogeneizado de utero se correlaciona com
0 aumento na quantidade dessa enzima que acompanha a proliferagcao celular induzida
pelo estradiol e que possivelmente a IDE deve ser considerada um requerimento
importante para o crescimento do endométrio. Esses dados sugerem que o papel
degradativo da IDE e sua regulagdo (em quantidade e atividade) s&o propriedades
importantes na traducdo de sinal hormonal e na resposta biol6gicas das células. Assim,
a IDE pode ser considerada uma proteina regulatoria que liga e degrada a insulina,
IGFs e outras proteinas importantes para o metabolismo celular, como os receptores

de esterdides e o peptideo B-amilbide.

Finalmente, é interessante enfatizar que o “cross-talk” entre vias de traducao
do sinal é um fendbmeno comum no desenvolvimento celular e na homeostasia. A
interacdo da IDE com receptores esterdides acopla, potencialmente, as vias de
sinalizagdo da insulina e dos hormoénios esterdides. A identificagdo das vias de

sinalizacao induzidas por esteréides sexuais que estdo associados com proliferacédo de



59

tecidos alvos, pode esclarecer os fatores bioquimicos que podem estar envolvidos no

risco de cancer.
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7 CONCLUSOES

Conforme os dados obtidos no presente estudo, podemos concluir que:

1 — A quantidade e atividade da IDE aumentam nos grupos intacto em proestro e

castrado e tratado com estradiol.

2 — A quantidade e atividade da IDE diminuem nos grupos intacto em metaestro e

castrado.

3 — A correlacéo linear entre a atividade e quantidade da IDE e o peso relativo do utero,

indica ainda mais o envolvimento da IDE com o crescimento celular.
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