UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA

EXPRESSAO GENICA E ATIVIDADE DE TIROSINA QUINASE DO RECEPTOR DE

INSULINA EM MIOMETRIO E MIOMA HUMANOS

GUILHERME KIRJNER TOSCANI

Orientador Prof. Dr. Edison Capp
Co-orientador Prof2. Dr2. Helena von Eye Corleta
Dissertacdo apresentada ao Curso de Pés-Graduagédo em

Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia, UFRGS, como requisito para
obtencao do grau de Mestre

Porto Alegre, Agosto de 2001



AGRADECIMENTOS

A Profa. Roselis Silveira Martins da Silva e ao Prof. Luiz Carlos Rios
Kucharski por possibilitarem a utilizagcdo do laboratério de metabolismo e
endocrinologia de invertebrados e vertebrados, bem como por suas constantes
colaborag¢des metodolégicas e didaticas.

Ao Prof. Edison Capp, meu orientador, por sua compreensdo, estimulo,
aconselhamentos, amizade e convivio.

A Profa. Helena von Eye Corleta, co-orientadora deste trabalho, pela coleta
de material, revisao e apoio. |

A Profa. lima Simoni Brum da Silva, por sua incansavel colaboracdo com este
trabalho, bem como todo pessoal de seu laboratério, Adriane, Débora e Rodrigo.

A Alice, Ana, Vanessa, Paula, Humberto, Glauco, Ubirajara e demais pessoal
do laboratério pela agradavel convivéncia diaria.

A Marcia Trapp, por sua ajuda no aprendizado das técnicas.

A Fabiola Cervi, por sua constante colaboragéo e agradavel companbhia.

A Eunice Chaves e ao Marcelo Tavares, pela ajuda e companhia.

A Mariana Toscani, por sua amizade e colaboracédo no trabalho.

Aos amigos Denizar, Alexandre, Rafael e Marcio, pelo incentivo ao estudo e
apoio constante.

A Profa. Norma Marroni, que possibilitou meu ingresso nesse departamento.

Ao Prof. Paulo Ivo pelo apoio e presenca, e ao Prof. Alvaro Reischak, pelo
incentivo.

A Miriam, Secretaria do curso de Pés-Graduagdo, pelo auxilio e
disponibilidade.

Ao meu pai, minha méae e irmao, pelo carinho e apoio diario.



SUMARIO

RESUMO ... cceeeisitseessnscnemene s smesnssssssmmnssssessessnnmnnmsssessesasnnsssnsessusnnsnnenerssssrssnensnnnnnsen 5
AB ST RACT . cctecentrttreearennae st naanansaersnsasanes et e s nnanasssssstesnnannssssssrassenareannannns 6
LISTA DE FIGURAS ..o cseeeeeeeicstnnmeanesesssansassnssesnssmennssnsnensasnmnnsnssasssnnnreenennnen 7
INTRODUGAO ......ccerreerererenssssasssssessssassssassssssasssssssesssesssssssssnssassssssesssnsasssssssssnsssnsanens 8
MIOMAS ..ottt et e et e et et et et e e e ans 8
INSULINA ettt et e e e e et e e e e e e e e et e r e eens 12
RECEPTOR DE INSULINA ..ottt a e e e e eeeaeas 14
TRANSDUGAO DO SINAL DE INSULINA........oiiiiiiiiiei ettt e e et ee e 18
OBUETIVOS ... ccceieieeecetnimcsasmareneassansenessstmmsssssssnsessesnssnssesssssnsmnsnsssssennnnsanssnsssnsessnsnne 24
MATERIAL E METODOS......ccucecccmnencnseessmssssssenssssssssssssessnsasssssassssssssensasasssens 25
ANALISE ESTATISTICA. ..eeeeieee ettt e e e e e et e e e e e aae et ae e e e eer s e e e eaeeasan 25
POPULAGAO EAMOSTRA ..ottt e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e eaeaaeaeeeaaeaanaees 25
PREPARAGCAO DE MEMBRANAS.......oottuieeeiiiitee e ee et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e aeenanens 26
DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO DE INSULINA......cvviiiiiiiiiieeeeeeeiiaeeeeeeeeeeeeeeean 26
AUTOFOSFORILACAO DO RECEPTOR DE INSULINA ....oovvniieiiieee e 29

NV E ST ERN BLO T ¢ttt et e ettt e e e 29



REVELAGAO DAS AUTORRADIOGRAFIAS ........eeiiiitiereeiuieereiesaeeeaiesseeeeenseeeensesaennnenns 30
PREPARAGAO DO RNA TOTAL ..ottt e et e e 31
SINTESEDO CDINA L.ttt e e aeaaeaa e 32
OLIGONUCLEOTIDEOS ESPECIFICOS ....ocuvieiieiiiii ettt e e, 32
PROTOCOLO GERALDAPCR ... 34
PADRONIZAGAO DAPCR ...t 35
RESULTADOS .......ooeeiiiiirccitnrsssisssestnnsessses st esssessessnnnssnsnassnssssennassnnnsnnmnssssnsessansasasss 37

Nivels DE MRNA PARA RECEPTOR DE INSULINA EM MIOMETRIO NORMAL E MIOMA

HUMANOS ...ttt e e e st e e e et e e e e e e e aaeeeaaaeeaeaaeeeaettaaaaeaaassanaa s nsnstnsnnneeees 37
AUTOFOSFORILAGAO DO RECEPTOR DE INSULINA .......ueiiiiiiiiinieicii it 40
DISCUSSADQ ...cveuceremcreeensesssmsssestsssessensssssesssmsmsassssssssmsssassssasssssssssssssesssassensassasnsesn 43
CONCLUSAD........eeceereereemrmsacsmssssessssssssasssssessssstassssssssssasessssssssssssssnssssnasasssssssnnsesnse 48
BIBLIOGRAFIA .......certeriesccesstas st res s s e s asnnssms s mas s s s sesssenssansasenesssssasannenasnnen 49
ANEXOS ....oooicirircinrnnrissirsserasssssne s s s s sas s sasms esassasas st sasmms s s e e sana s eanns asnesnnsssnnsens 57
ANEXO A — CONSENTIMENTO INFORMADO ....covieiiiieiteeniieeeeeeeteesareeeaseesaeeeeansesene 58



RESUMO

A insulina tem efeitos no metabolismo, no crescimento e na sintese de
RNA/DNA das células. Seu envolvimento com a proliferacdo de células tumorais ja
foi demonstrado. Os mecanismos moleculares desta a¢do ainda nao sdao bem
conhecidos. O papel deste horménio e da cadeia de transmissdo do sinal de seu
receptor ainda nao foram estudados em miométrio e mioma humanos. O objetivo
deste estudo foi estabelecer técnicas e verificar a expressao génica e a atividade de
tirosina quinase do receptor de insulina em miométrio € mioma humanos. Material e
métodos: miométrio e mioma foram obtidos de histerectomias indicadas
independentemente deste estudo. RNA foi extraido pelo método fenol/cloroférmio.
Reacdo em cadeia da polimerase transcriptase reversa (RT-PCR) foi realizada
utilizando-se primers especificos para a seqiéncia do receptor de insulina.
Membranas foram isoladas e experimentos de autofosforilagido foram realizados.
Resultados: a expressao de RNA para receptor de insulina foi semelhante entre
miomeétrio (0,634 + 0,038) e mioma (0,649 + 0,047, p = 0,813). A autofosforilagdo do
receptor foi semelhante entre miométrio (1,496 + 0,310) e mioma (1,593 £ 0,129, p =
0,650). Conclusao: a expressao génica e a atividade de tirosina quinase do receptor

de insulina ndo foram diferentes entre miométrio e mioma.



ABSTRACT

Insulin has effects on metabolism, growth and RNA/DNA synthesis. It has
been demonstrated that it is involved with tumoral cell proliferation. The molecular
mechanisms of this action afe still not clear, and how insulin participates in the
tumorigenic process remains to be fully explained. This hormone and its signal
transduction cascade have not been studied in myometrium and leiomyomas. The
aims of this study were to establish methods and to evaluate insulin receptor (IR)
mRNA expression and IR tyrosine kinase activity in human normal myometrium and
myoma. Material and Methods: miometrium and myoma were obtained from
hysterectomies indicated independently from this study. RNA was extracted with
phenol/chloroform method. Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) of myometrium and myoma mRNA was performed with primers specific for
insulin receptor gene sequences. Plasma membranes were prepared and
autophosphorilation experiments were performed. Results: arbitrary units
(densitometry) of mRNA for miometrium was 0.634 + 0.038 and for myoma 0.649 +
0.047 (p=0.813); and for autophosphoylation miometrium was 1.496 + 0.310 and
myoma 1.593 + 0.129 (p = 0.650). Conclusion: methods to study IR receptor
expression and IR autophosphorylation in normal miometrium and leiomyoma. There
was no difference in IR receptor expression and IR autophosphorylation between

normal miometrium and leiomyoma.
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INTRODUGAO

Miomas

Miomas sao tumores benignos que surgem de células musculares lisas do
utero humano. Sao aparentes clinicamente em aproximadamente 25% das
mulheres, entretanto, a verdadeira prevaléncia clinica pode chegar a 77% com

novas técnicas de imagens e cuidadosos exames patoldgicos (Stewart, 2001).

Os sintomas atribuidos aos miomas incluem distirbios hemorragicos,
desconforto ou dor pélvica e ndo raramente aborto e infertilidade (Giudice e cols.,
1993). O sangramento uterino anormal pode causar anemia por deficiéncia de ferro,
levando a problemas sociais (auséncia ao trabalho). O desconforto e a dor pélvica
estdo associados com a localizacdo do tumor que, quando anterior, pode trazer

sintomas urinarios e, quando posterior, pode causar constipagao (Stewart, 2001).

A maioria dos miomas, entretanto, sdo assintomaticos. A etnia é um fator de
risco epidemiologico importante na prevaléncia destes tumores benignos. Mulheres

negras tém uma freqiiéncia 3 vezes maior de miomatose uterina do que mulheres

brancas (Stewart, 2001).



Estes tumores surgem no miométrio contendo quantidade variavel de tecido
conectivo fibroso. Nenhum gene especifico foi identificado como responé.ével pelo
surgimento dos miomas. Porém, estudos cromossomicos mostram aberragdes
citogenéticas heterogéneas, sendo cinco as mais freqlientes: translocacao
especifica entre os cromossomos 12 e 14, trissomia do 12, delegdo do cromossomo

7 e rearranjo envolvendo o brago longo do cromossomo 12 e o brago curto do 6

(Novak,1997).

Os miomas tém capacidade de rapido crescimento, mas nao ultrapassam a
barreira de tecido conjuntivo que os separa do miomeétrio normal adjacente. Os
miomas tém baixa atividade mitética (similar ao miométrio adjacente), porém contém

muita matriz extracelular, a qual pode contribuir para o crescimento desses tumores

(Palmer e cols., 1998).

Embora nédo tenha sido encontrada diferenca na concentracdo sérica de
estrogénio entre mulheres com e sem mioma, esta concentragdo & maior nos
miomas do que no miométrio vizinho. Isto provavelmente se deva a diminuigdo do
metabolismo do estradiol em estrona, causado por uma menor quantidade de 17 a-
hidroxi-desidrogenase nesses tumores do que no miométrio. Além disto, a
concentracao de receptores de estradiol € maior em miomas do que em miométrio

(Chaves e cols., 2001). -

Estrogénio e progesterona tém sido ha muito tempo implicados como fatores
de crescimento para os miomas (De Leo, 2001), ja que os mesmos se desenvoivem
somente durante o periodo reprodutivo e podem aumentar de tamanho durante a

gravidez ou em uso de contraceptivos orais. Em contraste, na menopausa e na
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administragéo de agonistas de GnRH (gonadoftropin release hormone) (que reduzem
a concentragéo sérica de estrogénio e progesterona) ocorre uma regressio no
miométrio e mioma. Sabe-se que a acdo desses horménios se da aumentando a
expressao génica para fatores crescimento e seus respectivos receptores que agem
de forma autdcrina e paracrina. Isso indica o potencial crescimento do mioma

dependente de esteréides ovarianos (Maruo e cols., 2000).

A expressao génica para IGF1 (insulin like growth factor 1) e EGF (epidermal
growth factor) foi mais abundante em miomas durante a fase proliferativa do ciclo
menstrual e a de IGF1 foi indetectavel em miomas de pacientes com hipo-
estrogenismo, sugerindo que IGF1 e EGF sejam mediadores da acdo do estradiol no

crescimento deste tumor (Giudice e cols., 1993; Woolrych, Jones e Smith, 1994).

A proteina Bcl2 (inibidor da apoptose) foi abundantemente encontrada em
células de mioma comparada com miométrio normal. Progesterona quando
adicionada em células de mioma e miométrio em cultura, aumentou a expressao da
proteina Bcl2. Esses achados sugerem que a Bcl2 € uma das bases moleculares
para o aumento no crescimento do mioma e que a progesterona pode participar
desse crescimento, induzindo Bcl2 (Maruo, 2000). A analise imuno-histoquimica do
receptor de progesterona em miomas mostrou que existe uma significativa
correlagdo positiva entre esse receptor e o crescimento do mioma na fase

proliferativa (Ichimura e cols., 1998).

A menarca precoce e o uso do primeiro contraceptivo oral em idade muito
precoce estao associados fortemente com aumento no risco de miomas. A paridade

esta associada com um risco diminuido de mioma. Os dados relacionados com a
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menarca e a paridade suportam a hip6tese de que resposta miometrial a estrogénio

pode ser importante na etiologia desse tumor (Marshall e cols., 1998).

A conduta terapéutica nesses tumores pode ser expectante, medicamentosa
ou cirurgica, dependendo dos sintomas, da idade da paciente, do tamanho e da
localizagao do tumor (Stewart, 2001). Em um levantamento realizado entre 1988 e
1990, os miomas foram responsaveis por 1/3 das 1,7 milhées de histerectomias

realizadas nos Estados Unidos (Sharara e Nieman, 1995).

O uso de agonistas de GnRH é a principal terapia medicamentosa para
miomas. Esses agonistas primeiramente aumentam a liberagdo de gonadotrofinas
seguido por dessensibilizacdo dos receptores, downregulation e posterior estado de
hipogonadismo que se assemelha a menopausa. Esses agentes produzem umé
significante reducao no volume uterino entre 35 a 65%, bem como amenorréia. O
uso dos agonistas do GnRH por periodos longos é limitado devido aos efeitos
adversos secundarios ao hipoestrogenismo (calorbes, dispareunia, diminui¢do da
massa Ossea). Preconiza-se a administracdo dos agonistas do GnRH durante
periodos de 3 a 6 meses, visando a diminui¢ao de miomas para que se possa optar
por cirurgias mais conservadoras em pacientes que desejam preservar a fertilidade

(Stewart, 2001).

Os moduladores seletivos de receptores de estrogénio (SERMs) sao farmacos
que se ligam a receptores de estrogénio podendo ter atividade tanto agonista quanto
antagonista. Sua acdo depende do tecido especifico, podendo ser efetivo no
tratamento de tumores horménio-dependente. Entretanto, o efeito dos SERMs na

musculatura uterina e nos miomas nao esta bem determinado. Estudos em células
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miometriais (miomais) de ratas que desenvolvem miomas espontaneamente
mostram inibicdo do crescimento, por diminuicdo na taxa de proliferacao celular,

guando expostas aos SERMs (Walker e cols., 2000).

Insulina

Os hormoénios pertencentes a super-familia da insulina tém uma ampla
distribuicdo filogenética, pois sdo encontrados tanto em invertebrados quanto em
vertebrados. Os estudos comparativos realizados dos agnatas aos mamiferos
mostraram que a insulina € uma molécula filogeneticamente muito antiga e que o
hormonio e suas fungdes sofreram poucas modificagdes ao longo da evolugdo. Em
mamiferos, a insulina age estimulando os processos endergbnicos de sintese. Em
adicao a este efeito, a insulina também é responsavel por varios outros eventos
celulares, incluindo: a regulagdo do transporte de ions, aminoacidos e glicose, a
transcricido de genes e a modulacédo da transcricdo de mRNAs especificos, além da
sintese de DNA. Desta forma, a insulina é considerada o principal hormdnio
envolvido nos processos anabdlicos e metabdlicos nos vertebrados (White e Kahn,

1994; Cheatham e Kahn, 1995; Navarro e cols., 1999; Marks e cols., 1996).

Alguns tecidos nao necessitam da ligagao da insulina em seu receptor para a
captacao de glicose que entra nas células por difusao facilitada atraveés de proteinas
transportadoras de glicose (Glut 1, 2, 3, 5, 6 e 7) como € o caso do cérebro, musculo
liso entre outros, ou através do cotransporte de sodio, no rim e intestino. Em tecidos
- sensiveis a insulina, como tecido adiposo, musculo esquelético e cardiaco, o Glut 4

fica armazenado em vesiculas intracelulares. A ligagdo da insulina nesses tipos
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celulares induz a migragéo dessas vesiculas até a membrana, possibilitando assim a

posterior captagao de glicose (Shepherd e Kahn, 1999).

A insulina € um horménio peptidico que, em mamiferos, é secretado pelas
células P pancreaticas. Em alguns vertebrados e invertebrados ha trabalhos
demonstrando que a sintese de insulina ou substancia similar ocorre em tecidos

extrapancreaticos, em especial em tecido nervoso (LeRoith e cols., 1988).

s

A molécula de insulina de mamiferos € composta por 51 aminoacidos,
correspondendo 21 a cadeia o € 30 a cadeia P, sendo essas ligadas por pontes
dissulfidricas. Os aminoacidos responsaveis pela atividade do horménio, pela
ligacao ao zinco e pela associagao das cadeias sao altamente conservados — 22 dos
51 aminoacidos nido variam em todos os vertebrados. As insulinas de muitos
mamiferos s&o similares a insulina humana, diferindo na posi¢cdo de apenas alguns

aminoacidos (EI-Salhy e cols., 1983; Ulrich, 1990).

Varios fatores desencadeiam a liberagao de insulina pelas células B, como as
concentragbes de glicose, aminoacidos, glucagon, noradrenalina, entre outros. O
principal regulador da secrecdo de insulina € a glicose, que entra nas células B
através do Glut 2. O aumento da concentracdo de glicose ativa mecanismos para
movimento de granulos secretorios ao longo dos microtubulos que levam ‘a fusdo

com a membrana plasmatica e exocitose do horménio (Bressler e Johnson, 1997).
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Receptor de Insulina

O receptor de insulina é encontrado em diferentes células do corpo, incluindo
aquelas nas quais a insulina ndo aumenta a captacao de glicose (Cheatham e Kahn,

1995).

O gene para o receptor de insulina € um membro da superfamilia que codifica
outros receptores para fatores de crescimento os quais possuem atividade de
tirosina quinase. O gene esta localizado no brago curto do cromossomo 19 e contém
22 exons, codificando uma molécula de pré-receptor. Esse contém um sinal
peptidico (a subunidade «), um sitio de processamento do pro-receptor e a
subunidade B. Apos a remocéao do sinal peptidico duas moléculas de pro-receptor se
associam em um dimero dissulfeto. Um aminoacido basico cliva o sitio no qual o
dimero é removido. Essa clivagem produz as subunidades o € B do receptor de
insulina ligadas por pontes dissulfeto. Os exons 17 e 21 codificam a atividade de

tirosina quinase (White e Kahn, 1994).

O evento inicial da a§éo pleiotrépica da insulina é a ligagdo do horménio a
receptores localizados na membrana plasmatica de células-alvo. Estes receptores
reconhecem a insulina e com ela interagem com alto grau de seletividade e
afinidade, transmitindo o sinal intracelular que resulta na resposta biolégica do

horménio (Cheatham e Kanh, 1995).

O receptor para insulina em todas as espécies de vertebrados estudadas,
desde o primitivo peixe bruxa, € um heterotretramero com duas subunidades «

extracelulares e duas subunidades 8 transmembrana (Czech, 1985). Em mamiferos,
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o receptor para insulina apresenta um peso molecular de aproximadamente 350
kDa, estimado por eletroforese de gel de poliacrilamida com sulfato dodecil de sédio
(SDS-PAGE) sob condicbes nao redutoras. Cada subunidade o tem
aproximadamente 135 kDa e cada subunidade  tem 95 kDa. As subunidades o
contém dominios de ligagdo para insulina, enquanto as subunidades 3 possuem
atividade tirosina quinase quando estimuladas por insulina (Cheatham e Kahn, 1995)

(Figura 1).
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Figura 1. Modelo esquematico do receptor de insulina.
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A subunidade o do receptor tem 719 ou 731 aminoacidos, dependendo se o
exon 11 participa ou ndo do processamento do mMRNA (RNA mensageiro). Essa
subunidade contém um dominio rico em cisteina, que esta envolvido na afinidade do
receptor. A regidao envolvida na ligacdo da insulina parece estar concentrada nos
primeiros 400 a 500 aminoacidos incluindo residuos N e C-terminal desta regiao rica

em cisteina (Accili, 2001).

A subunidade B do receptor para insulina € composta por um dominio
extracelular curto que contém sitios de glicosilagdo, por um dominio transmembrana
de 23 aminoacidos, e por um dominio intracelular com atividade de tirosina quinase,

gue € essencial para a ac¢éo da insulina (Hubbard e cols., 1998).

A porgao extracelular da subunidade  contém 194 aminoacidos e é acoplada

a subunidade o através de pontes dissulfeto (Haring e Kusser, 1990).

A parte citoplasmatica possui, na sua regiao jﬁstamembrana, um dominio rico
em glicina e um residuo de lisina que liga o ATP. Ha varios residuos de tirosina na
regido justamembrana que estdo envolvidos tanto na trahsdugéo do sinal‘quanto na
internalizacdo do receptor (Accili, 2001). Apés a internalizagdo, por endocitose, o
receptor pode ser reciclado ou degradado. A meia vida do receptor fica em torno de
7 a 12 horas (Haring e Kusser, 1990). A regiao justamembrana também esta
envolvida na sinalizacdo através da fosforilagao do IRS-1 (insulin like substrate-1)

(Cheatham e Kahn, 1995).

A porcao citoplasmatica contém 13 residuos de tirosina dos quais 7 se tornam

fosforilados apds a ligacdo da insulina. Os sitios mais importantes para
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autofosforilagao e atividade de quinase do receptor sdo os residuos de tirosina 1158,
1162, 1163 do dominio catalitico. Experimentos com células transfectadas mostram
que a auséncia de 1 ou 2 desses residuos limita a atividade do receptor na sua

capacidade de gerar a sinalizagao celular (Accili, 2001).

No estado basal, residuos de serina estéo fosforilados causando a inativacado
do receptor. Apos a ligacdo da insulina, ocorre, além da rapida fosforilagao dos
residuos dé tirosina, um aumento subsequente na fosforilacdo da serina (Haring e
Kusser, 1990). A fosforilagdo da serina também parece ser capaz de inibir a
transdugao do sinal da insulina via aumento nos niveis de PKC (Accili, 2001) ou em

sua atividade (Cheatham e Kahn, 1995).

O dominio C-terminal do receptor contém dois residuos de aminoacidos
fosforilados: Tyr 1328 e 1334. Alguns estudos sugerem que esses residuos servem
para a ligagao da PI3-quinase (Accili, 2001), que participa da translocagao de Glut 4

a membrana plasmatica.

Transducgio do Sinal de Insulina

Quando a insulina se liga na subunidade o do seu receptor, ocorre uma
mudanca na estrutura quaternaria da subunidade 8 que permite a ligacdo do ATP no
residuo de lisina 1030. Com o ATP ligado, o dominio quinase sofre uma rotagao ao
longo do seu eixo principal e em diregdo ao dominio carboxi-terminal da subunidade

B. Ocorre, entdo, a fosforilagdo nos 3 dominios de tirosina de uma subunidade.
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Esses dominios causam a fosforilagao dos sitios ativos da outra subunidade p num

modelo chamado de transfosforilagao (Accili, 2001).

Apos a ligagao da insulina e a respectiva autofosforilagdo do receptor, podem
ocorrer varios eventos de sinalizagao intracelular (figura 2). Um deles é via proteina
Ras e a conseqliente ativacdo das MAP quinases. A Ras é uma proteina ligadora de
GTP que alterna seu estado ativo (ligado a GTP) e inativo (ligado a GDP). A ligacao
da insulina induz a forma Ras-GTP a partir da ativagdo do complexo IRS1-Grb2-sos,
que facilita a retirada do GTP da Ras. A alta concentragao celular de GTP garante
sua ligacdo expontanea a RAS que, entado, induz uma cascata de fosforilagdo que
culmina na ativagao das MAP quinases. A MAP & uma quinase serina/treonina que,
quando ativa, se desloca ao nicleo onde regula a expressao génica de proteinas
envolvidas no ciclo e proliferacao celular. A cascata desencadeada pela Ras ainda
nao é totalmente conhecida, mas varias etapas ja foram identificadas. A forma ativa
da Ras se liga a Raf (uma serina/treonina quinase) que entao fosforila a MEK em

residuos de tirosina e serina. A MEK por sua vez ativa a MAP (Seedorf, 1995).

A acao da Ras é mediada por uma proteina adaptadora (Grb2). Ela pode se
ligar diretamente ao’receptor ou a outras proteinas através do seu dominio SH2 e
também ao fator de troca GTP/GDP, SOS, pelo seu dominio SH3. Isso ativa a Ras

que interage com varias proteinas, entre elas, a P13 quinase e a Raf (Accili, 2001).

O dominio SH2 de diferentes proteinas é a parte que liga residuo de tirosina
fosforilado. Uma UGnica sequéncia de aminoacidos do dominio SH2 determina a
especificidade do residuo de tirosina a que ela ira se ligar. Essa caracteristica

determina a ligagéo entre proteinas, como a Grb2 ao receptor ativo. Por sua vez, a
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Grb2 possui um dominio SH3 que liga proteinas em residuos de prolina. Assim como
SH2, diferentes dominios SH3 ligam a diferentes sequéncias ricas em prolina. SH2 e
SH3 permitem a ligagado proteina-proteina da via de sinalizagdo intracelular e a

conseqilente ativacdo da cascata que desencadeara a resposta celular (Seedorf,

1995).

Esse complexo protéico, Grb2-sos-Ras-MAP pode se formar a partir da
ligacdo do Grb2 com a proteina SHC. Entretanto, o maior substrato para o receptor
de insulina é o substrato 1 do receptor de insulina (IRS1) (Cheatham e Kahn, 1995;
Whitehead e cols., 2000). O IRS1 fosforilado liga-se tanto ao dominio SH2 da Grb2,

ativando a via de sinalizacdo dependente da Ras, quanto a PI3 quinase (Seedorf,

1995).

A PI3 quinase é uma enzima heterodimérica composta de uma subunidade
regulatéria (p85) e de uma subunidade catalitica (p110). A p85 contéem o dominio
SH2 que se liga ao IRS1 e a p110 possui o dominio SH3 que ligara outras proteinas
(Cheathleam e Kahn, 1995). A PI3 quinase liga fosfoinositideos da membrana,
catalizando sua fosforilagéo. Isso gera varios mediadores que estao envolvidos com
a captacdo de glicose e sintese de glicogénio, lipideos e proteinas bem como a

modulagdo da expressao génica (Shepherd e Kahn, 1999; Accili, 2001).

Varios membros da familia IRS tém sido identificados, porém seus papéis nao
estao claros. Experimentos com ratas que sofreram ablagdo no gene para |IRS1

tiveram retardo no crescimento, sugerindo um importante papel desse substrato na

funcéo do receptor de insulina (Accili, 2001).



3 Satde

Tnst. {16 ( s
Bibliotecs 21

Fatores de crescimento como IGF1, EGF, TGF (tumor growth factor) e
insulina modulam a sintese de DNA e RNA e sintese protéica, estando assim
envolvidos com o crescimento e diferenciacao celular normal (Le Roy e cols., 1999,
Gloudemans e cols., 1990, Vollenhoven, Herington e Healy, 1995; Deleu, 1999,
Grimberg, 2000). Foi observado estimulagdo no crescimento de células tumorais
humanas por IGF1 em mama, coélon e pancreas, e em células carcinomatosas de
tire6ide em ratos (Gloudemans e cols., 1990). Tumor de glia e carcinoma ovariano
mostraram altos niveis de receptores de IGF1 (Blakesley e cols., 1997). Em
carcinoma renal ha um aumento no nimero e atividade do receptor para IGF1
(Kellerer e cols., 1995). Esses dados sugerem um envolvimento desse fator de
crescimento no desenvolvimento de tumores. O nimero de receptores para IGF1 em
células de mioma esta aumentado em comparagdo com miométrio normal
(Tommola, Pekonen e Rutanen, 1989; Chandrasekhar e cols., 1992; Dixon, He e

Haseman, 2000).

A insulina estimula a sintese de DNA e RNA, sintese protéica em geral, bem
como de genes de agdo rapida como c-fos, promovendo assim o crescimento e a
proliferacao celular (Sale e cols., 1999; Haring e cols., 1990). H4 um aumento no
nimero e afinidade do receptor de insulina em células de tumor renal quando
comparadas com as normais (Kellerer e cols., 1995). A atividade de tirosina quinase
do receptor de insulina, tanto basal quanto estimulada, esta significativamente maior
no carcinoma de colon que o tecido de célon normal (Corleta e cols., 1996). Esses

resultados sugerem um papel para a insulina em células tumorais.
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Figura 2. Modelo esquematico da transdugao do sinal da insulina.
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Recentes estudos tém demonstrado o papel dos fatores de crescimento, seus
receptores e proteinas ligadoras em células tumorais. A insulina tem um claro papel
no crescimento celular, porém, poucos trabalhos tém relacionado tumores com esse
horménio. O aumento da afinidade do receptor de insulina em células de mioma,
evidencia um possivel papel para essa proteina no desenvolvimento desse tumor.
Estudos na via de sinalizagao, bem como na expressao do receptor de insulina

podem contribuir para elucidar o envolvimento desse hormdnio no mioma.



OBJETIVOS

Determinar a expressao génica do receptor de insulina em miométrio e mioma

humanos.

Verificar a atividade de tirosina quinase do receptor de insulina em miométrio

€ mioma.



MATERIAL E METODOS

Analise estatistica

Para comparagdo entre os grupos foi utilizado teste t de student. Foi

considerado significativo p<0,05.

Populagao e amostra

Participaram deste estudo 5 mulheres que foram a histerectomia no Servigo
de Ginecologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. As pacientes foram
informadas e autorizaram a utilizacao de parte do material para estudo do receptor
de insulina (consentimento informado — anexo A). Este projeto foi submetido a
Comissdo de Pesquisa e Etica em Safxde do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(projeto no. 99/294) e esta, ética e metodologicamente, de acordo com as Diretrizes
e Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo Seres Humanos (Resolucao

196/96 do Conselho Nacional de Saude).

As pacientes ndo utilizavam medicacdo hormonal e ndo eram diabéticas. O

tecido foi proveniente de cirurgias por indicagdo do médico da paciente, nao tendo
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influéncia deste protocolo de pesquisa. O material obtido foi logo congelado em
nitrogénio liquido e armazenado a -80 °C até ser preparado por técnicas

reconhecidamente efetivas no estudo da atividade do receptor de insulina humano

(Kellerer, 1995; Capp, 1996).

Preparacao de Membranas

Para a preparacdo, as amostras de tecidos congelados foram
homogeneizadas em um homogeneizador tipo Potter - Elvejhem com pistilo de
teflon, na presengca de uma solugdo tampao, contendo: 40 mM Tris (hidroximetil)

aminometano; 1mM PMSF; 1 mM EDTA; 250 mM sacarose, a 4°C, pH 7,4.

O homogeneizado foi centrifugado a 3000 x g por 5 minutos. O sobrenadante
foi centrifugado a 30000 x g, por 20 minutos. O precipitado, formado a partir desta
centrifugacao, foi ressuspendido em tampao contendo 25 mM Hepes e 1 mM PMSF
com um homogeneizador de vidro tipo Dounce. Aproximadamente 50 ul da solugéo
foram separados e posteriofmente utilizados para a dosagem de proteinas estimada
através do método de Lowry (Lowry, 1951). As preparagcbes de membranas

plasmaticas foram congeladas a -20°C até sua utilizacao.

Determinagao da concentragao de insulina

Antes dos experimentos de autofosforilagdo foi determinada a melhor

concentragdo de insulina que estimulasse o receptor e possibilitasse visualizagdo
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por autorradiografia. Para isso foi realizada autofosforilagdo do receptor de insulina
em musculo de rato Wistar, utilizando-se as concentragdes finais de insulina 1 pM,
10 uM e 100 pM (figura 3). Para os estudos subsequentes de autofosforilagéo foi

utilizada a concentragao de 100 uM de insulina.
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Figura 3. Determinacao da concentracao de insulina a ser utilizada.

Para escolha da concentragcio de insulina a ser usada foi realizado
experimento de autofosforilacao com membranas de muasculo esquelético de
rato Wistar. O protocolo de preparacio de membrana foi o mesmo utilizado
para miométrio e mioma. As trés concentracdes utilizadas provocaram
autofosforilagdo. A concentracdo escolhida para os experimentos

subsequentes foi de 10*M.
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Autofosforilagao do receptor de insulina

As membranas, aproximadamente 15 ug de proteina total, foram pré-incubadas
com insulina (100 uM) ou albumina (10 uM), 200 mM MnCl; e 10 mM vanadato de
sodio por 30 minutos a 22°C. A seguir este material foi incubado com 430 pM ATP por
10 minutos a 22°C. Apés, se adicionou solu¢cao de Laemmli contendo ditiotreitol (100

mM) e as amostras foram fervidas a 95°C por 10 minutos.

Westernblot

Com base nos trabalhos de Beisegel (1986) e Gershoni e Palade (1983) foi

realizada a técnica de westernblot, com algumas modificagées.

Para separagéo das proteinas foi utilizado SDS-PAGE (eletroforese de gel de
poliacrilamida com sulfato dodecil de s6dio) com uma concentragdo de poliacrilamida
de 7,5%. Aproximadamente 15 pg de proteina das amostras, ja estimuladas e
incubadas com solugao de Laemmili (30% glicerol, 10% SDS; 62,5 mM Tris, 750 mg
DTT e 0,001% azul de bromofenol, 95°C por 10 minuto), foram colocadas em cada
poco. A eletroforese foi efetuada na presenca de tampéao contendo 192 mM glicing;
25 mM Tris e 0,1% SDS, pH 8,3. As proteinas correram no gel por aproximadamente
2 horas, submetidas a uma voltagem de 100 v. A corrida das proteinas foi
monitorada pelo azul de bromofenol, presente no tampao de amostra e pelo

marcador de peso molecular.
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Apos efetuada a eletroforese, o gel de poliacrilamida foi retirado das placas de
vidro e colocado no aparato de eletrotransferéncia em contato com a rhembrana de
nitrocelulose, coberto com tampéo de transferéncia (25 mM Tris, 192 mM glicina e

10% metanol, pH 8,3). A transferéncia foi efetuada por 1 h e 30 min, com voltagem

de 25 v.

As membranas de nitrocelulose (NC) foram entdo incubadas durante 1 hora
em solugcao blogqueadora (NET), contendo 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM Tris,
0,05% Triton X-100, 0,25% gelatina, pH 7,4. Esta solugdo satura sitios de ligagao

inespecificos da membrana de nitrocelulose.

Apbs o bloqueio com NET, as membranas de NC foram incubadas toda uma
noite sob agitagcao constante a 4°C, com o anticorpo (PY20) anti-fosfotirosina. Apos
a incubacgdo, as membranas foram lavadas com NET (5 vezes durante 10 minutos
cada vez). A seguir, as NC foram incubadas com segundo anticorpo anti-mouse por
1 h e lavadas novamente com NET (5 vezes durante 10 minutos cada vez).

Finalmente, as membranas foram incubadas com solugdo para quimio-

luminescéncia (ECL) por 1 min.

Revelagao das Autorradiografias

Apds a incubagao com solucao para quimio-luminescéncia, as membranas de
NC foram colocadas em contato com o filme fotografico por aproximadamente 15
segundos. Para revelagao, o filme foi colocado na solugédo reveladora por 1 minuto;

lavado com acido acético e colocado por mais 1 minuto na solucgéo fixadora. Todos
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os procedimentos de revelagdo foram realizados em uma camara escura. Apds a

revelagdo, seguiram-se a visualizagdo e a analise dos resultados.

Preparacao do RNA total

O RNA total dos tecidos foi extraido com o reagente trizol (protocolo do
fabricante Life Technologies). Os tecidos foram lisados com 1 ml de Trizol e o
homogenado incubado por 5 min a 15-30°C. Foram adicionados 0,2 ml de
cloroférmio por ml de Trizol e as amostras agitadas vigorosamente por 15 s. Apos,
foram incubadas por 2-3 min a 15—30°C e centrifugadas a 12000 x g por 15 min a
4°C. A mistura foi separada em fase fendlica (fenol-cloroférmio), interface e fase
aquosa (RNA). A fase aquosa foi transferida para tubos novos e numerados, onde o
RNA foi precipitado com a adicao de alcool isopropilico (0,5 mi/ml de Trizol). As
amostras foram armazenadas a -20°C por 24 h e, a seguir, centrifugadas a 12000 x
g/10min a 4°C. O RNA precipitou formando um pellet. O sobrenadante foi removido e
o pellet lavado com etanol a 75 %. O RNA foi dissolvido em agua autoclavada com
DEPC (dietilpirocarbonato) incubado por 10 min a 55-60°C para melhor
solubilizagdo. As amostras foram quantificadas utilizando o espectrofotdmetro para
quantificacao de acidos nucléicos GeneQuant. O RNA isolado foi analisado pelas

técnicas de RT-PCR.
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Sintese do cDNA

A partir do RNA total, os niveis de mRNA especifico para o receptor de
insulina também foram avaliados indiretamente, pela técnica da reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) a partir de transcri¢cao reversa (RT), ou simplesmente RT-PCR.
A sintese do cDNA foi realizada a partir de 2 pg de RNA total, utilizando primers
desenhados para hibridizar na cauda poli-A caracteristica do mRNA de B-
microglobulina e receptor de insulina (tabela 1), produzindo um cDNA mais puro,
exclusivamente a partir do mRNA. O RNA foi inicialmente desnaturado a 70°C por 10
min juntamente com o primer. Em seguida foi incubado com a transcriptase reversa
na presenca de tampao Tris-HCI 20 mM pH 8,4 + KCI 50 mM, cloreto de magnésio
2,5 mM, mistura de desoxinucleotideos trifosfatados (ANTPs) 0,5 mM e ditiotreitol 10
mM a 42°C durante 55 min. Apés nova desnaturacdo a 70°C, incubou-se a mistura
com RNAase H de E. coli por 20 min a 37°C para destruir o RNA nao transcrito. A

reacao de sintese do cDNA totaliza um volume de 20 ul armazenada a -20°C até a

amplificagdo por PCR.

Oligonucleotideos especificos

Os oligonucleotideos (primers) utilizados para amplificacao dos fragmentos de
cDNA especificos para cada mRNA em estudo foram desenhados a partir da

segliéncia publicada de cada gene., obedecendo aos seguintes critérios:

- 18 a 30 nucleotideos;
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- quando o gene possuia mais de um exon, os primers eram posicionados
preferencialmente nas areas de transi¢ao intron-exon para inviabilizar a amplificagéo

indesejada de DNA gendmico;

- a proporgado de G-C foi mantida entre 50 e 60% e equilibrada em cada par de

primers;

- a extremidade 3’ foi preferentemente ocupada por C ou G, para fortalecer a

hibridizag@o neste ponto critico.
- A temperatura de fuséo calculada para um primer era semelhante a do seu par;

- Foram evitadas seqiiéncias que resultassem em complementariedade dos primers

sense € antisense, para inibir a formacéao de dimeros.

A tabela 1 resume a localizacdo e a seqiiéncia dos oligonucleotideos

utilizados neste trabalho, bem como o tamanho dos fragmentos de cDNA

amplificados.
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Tabela 1. Caracteristicas dos primers sintetizados para a amplificacdo de fragmentos

especificos de cDNA.

Gene Sequéncia sintetizada Fragmento  Ref.
Bam
Sense 5ATCCAGCGTACTCCAAAGATTCAG 3 623 bp Taplin,
Antisense  5AAATTGAAAGTTAACTTATGCACGC 3’ 1995
IR
Sense 5 ACTGACCTCATGCGCATGTGCTGG 3 318 bp Liu,
Antisense 5 GCCCGTTTTICTTGCCTCCGTTCAT 3 1997

Protocolo Geral da PCR

As reacoes de PCR foram feitas num volume final de 50 pl seguindo uma
adaptacao do protocolo sugerido pela fabricante (Gibco BRL). As amostras de cDNA
(2 ul, correspondentes a 4 ng de cDNA) foram inicialmente desnaturadas a 94°C por
3 min na presencga de tampéao Tris-HCI 20 mM pH 8,4, 50 mM KCi e 1,5 mM MgCl..
Esse procedimento, conhecido como hof start, tem por objetivo desnaturar estruturas
secundarias que, submetidas a agao da polimerase, resultariam na amplificacao de
fragmentos indesejados. Em seguida, nos tubos, ja imersos em gelo, foi colocado 10
ul de uma solugdo com as mesmas concentragdes de tampao e MgCl,, acrescida
dos primers sense e antisense, da mistura de dNTPs e da enzima Tag DNA
polimerase e submetidos a amplificacdo. O numero de ciclos foi adaptado para cada
primer. Todos os reagentes foram provenientes da Gibco BRL (SuperScript

Preamplification System for First Strand cDNA Synthesis).
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Padronizagao da PCR

As reagdes de PCR foram padronizadas com cDNAs sintetizados a partir de 2
ug de RNA total. Os primers utilizados para o estudo do mRNA do receptor de
insulina foram sintetizados a partir da seqiiéncia do gene celular humano normal (Liu
e cols., 1997). O fragmento amplificado do receptor de insulina possui 318 pares de
base (bp) e da B-microglobulina possui 623 bp (Taplin, 1995). Como mostra a Figura
4, com cDNA sintetizado a partir de 2 pug de RNA total foi possivel detectar a
expressao génica do receptor de insulina e de B-microglobulina. O nimero minimo
de ciclos necessarios para amplificar este fragmento foi de 25 ciclos, sendo também
testado com 30, 40 e 45 ciclos. Com base nestes dados, optou-se por amplificar as

amostras com 40 ciclos.
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Figura 4. Padronizagao da PCR para determinagcao do namero de ciclos

A curva de ciclos realizada utilizando cDNA sintetizado a partir de 2 pg de RNA

total, foi feita com 25, 30, 40 e 45 ciclos de PCR.



RESULTADOS

Niveis de mRNA para receptor de insulina em miométrio normal e mioma

humanos

A expressado génica do receptor de insulina foi avaliada por RT-PCR em
miométrio normal e mioma humanos, conforme ilustrado na figura 5. Os niveis de
mRNA do receptor de insulina ndo foram diferentes entre estes tecidos. A figura 6

representa as unidades arbitrarias densitométricas (0,634 + 0,038 e 0,649 + 0,047,

média + desvio padrao, p = 0,813).
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« 623 bp BMG
« 318 bp IR

Figura 5. RT-PCR do mRNA do receptor de insulina (IR) em tecido miometrial
normal (N) e mioma (T).

O fragmento de 318 pb, analisado em gel de agarose, corresponde ao mRNA
do IR e o de 623 pb ao da B,-microglobulina. M = marcador de peso molecular.

As amostras visualizadas no gel sao originarias de 5 pacientes diferentes.
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Figura 6. Representacao grafica da densitometria da RT-PCR.

A quantificacdo das bandas é expressa como a relacao IR/R2-microglobulina
(média + desvio padrao) (0,634 = 0,038 e 0,649 + 0,047, p = 0,813,

respectivamente miométrio e mioma).
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Autofosforilagao do receptor de insulina

A figura 7 é representativa dos westernblots realizados com membranas
plasmaticas de miométrio normal (N) e mioma (T) de 5 pacientes. Como controle foi
utilizado musculo esquelético de rato Wistar (C). As bandas marcadas representam
fosfoproteinas das membranas plasmaticas que foram identificadas pelo anticorpo
para residuos de tirosina fosforilados. O peso molecular dessas proteinas foi de

aproximadamente 95 kDa e a intensidade das bandas foi analisada por

densitometria.

A figura 8 apresenta as unidade arbitrarias da densitometria, mostrando que
ndo houve diferenca entre miométrios e miomas na fosforilagdo do receptor de
insulina ap6s estimulagao (1,496 + 0,310 e 1,593 + 0,129 , respectivamente, p =

0,650).
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Figura 7. Autofosforilagdo de proteinas de membrana plasmatica miométrio
normal (N) e mioma (T)

Como controle foram utilizadas membranas plasmaticas de ‘ml.’lsculo
esquelético de rato (C). As linhas marcadas com (+) representam a incubagao
com insulina bovina na dose de 100 M e as linhas marcadas com (-)
representam a incubaciao com albumina bovina (10 uM). As amostras foram
submetidas a um SDS-PAGE (7,5%) e apoés incubada com anticorpo anti-

fosfotirosina.
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Figura 8. Representagdo grafica da densitometria do westernblot anti-

fosfotirosina

As barras representam a densitometria das bandas de 95 kDa, expressa em
unidades arbitrarias. Nao houve diferenca entre miométrios e miomas na
fosforilacao do receptor de insulina apds estimulagao (1,496 + 0,310 e 1,593 +

0,129 , respectivamente, p = 0,650).



DISCUSSAO

Mioma é o tumor benigno uterino mais comum e quando sintomatico é uma
das razdes mais freqlientes para intervencgao cirurgica em mulheres (histerectomia e
miomectomia). Além disso, sao responsaveis por aproximadamente um terco de
todas admissdes hospitalares em servigos de ginecologia (Sharafi e cols., 2000).
Sangramento excessivo, com consequente deficiéncia de ferro, dor pélivica e
disfuncao reprodutiva sdo os sintomas mais comuns, podendo determinar embaracgo

social e diminuicdo da produtividade, além do alto custo econdmico (Stewart, 2001).

A histerectomia é indicada como tratamento cirlrgico eficaz por evitar a
recidiva e eliminar os sintomas, entretanto compromete a gravidez futura (Stewart
2001; Iverson e cols., 1996). A miomectomia & utilizada quando se tem o objetivo de
preservar a capacidade reprodutiva, porém ha riscos de surgirem novos miomas
com necessidade de novas intervencgdes cirurgicas. Por sua vez, os procedimento
cirurgicos apesar de eficazes podem ter complica¢gdes importantes (infeccao,
acidentes cirargicos, sangramento, transfusdo de sangue e derivados) (Vercellini e

cols., 1999).

Alguns medicamentos, como agonistas de GnRH, indutores de amenorréia,

antagonistas de progesterona, moduladores seletivos do receptor de estrogénio, sao
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usados no tratamento (Walker e cols., 2000; Stewart, 2001). Entretanto, faz-se
necessario o surgimento de novas abordagens terapéuticas que possam ampliar as

possibilidades de tratamento nao cirtrgico.

Os fatores de crescimento e insulina tém sido implicados como résponséveis
no crescimento desses tumores (Chandrasekar, 1992; De Leo, 2001; Dixon e
Haseman, 2000; Giudice e cols., 1993). Por mais que se tenha investigado sobre
esse tumor uterino nos ultimos anos, pouco se sabe ainda sobre a etiologia ou as

bases moleculares do seu desenvolvimento e crescimento (Newbold e cols., 2000).

Os fatores de crescimento sdo proteinas e agem a partir de receptores de
membrana que, apos a ligacao, geram uma cascata intracelular de ativagdo de
proteinas citosblicas até desencadear o evento final. A disponibilidade desses
fatores & determinada em parte por suas proteinas de ligacdo. Os estudos nessa
area envolvem os receptores, suas vias de sinalizagcao celular, os fatores em si e
suas proteinas ligadoras. Sabe-se que esses fatores tem elementos comuns com a

via pela qual os hormodnios esterdides ovarianos transmitem seus sinais (Fayed e

cols., 1989).

Neste estudo foram avaliados os niveis de mMRNA e a atividade intrinseca de
tirosina quinase do receptor de inSulina. Os niveis de mRNA tém relacdo com a
quantidade de receptor celular e € um excelente parametro para avaliar como a
célula esta reagindo na tentativa de formar essa proteina para que ela exerca sua
funcao sinalizadora (Navarro e cols., 1999). O modelo utilizado para determinacao
do mRNA foi a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a partir de transcricdo

reversa (RT).
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A atividade de tirosina quinase do recebtor de insulina depende de sua
ativacao e fosforilagdo em residuos de tirosina. Esta atividade pode ser modulada,
entre outros, pela fosforilagao em residuos de serina e treonina (Kellerer, 1996). No
caso dos fatores de crescimento, a ligagdo do sinalizador desencadeia a sua
fosforilagdo que dara, entdo, inicio a cascata de eventos intracelulares. O grau de
fosforilagao do receptor € um 6timo indicador de sua atividade de tirosina quinase. A
variacdo no grau de fosforilacido pode se dar por modificagées na quantidade de
receptor por célula, afinidade, cinética da proteina, atividade das fosfatases, nivel de
auto-inibicdo do receptor. O modelo utilizado para avaliagao da atividade intrinseca
de tirosina quinase destes receptores em miomeétrio e mioma foi a autofosforilacéo

seguida da técnica de westernblot com anticorpos especificos.

As RT-PCR realizadas neste estudo mostraram que os niveis de mRNA para
o receptor de insulina ndo apresentaram diferenca significativa entre células de
miométrio normal e mioma. Esses dados sugerem que a quantidade de receptor de
insulina em células de mioma seja semelhante ao miométrio. Dados semelhantes
foram demonstrados por Fayed e cols. (1989), os quais ndo encontraram diferenca
significativa na quantidade de receptor de insulina nestes tecidos. Em estudos de
ligagdo, o nimero de receptores para insulina entre esses dois tipos celulares néo
apresentou diferenga significativa, mas parece haver um aumento na afinidade do
receptor de insulina em mioma quando comparado a miométrio normal (Nagamani e
Stuart, 1992). A insulina esta envolvida no desenvolvimento e diferenciacao celular
(Riedel e cols., 2000) e existem evidéncias da participacao da insulina e seu receptor
em tumores de mama, de cérebro, rim e célon (Kellerer e cols., 1995; Corleta e cols.,

1996). Entre endométrio normal e neoplasico (carcinoma), a concentracdo de
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receptor de insulina, determinada por estudos de ligagcdo, nao foi diferente. A
atividade de tirosina quinase deste receptor foi também semelhante entre os dois
tecidos (Capp e cols., 1996). Os niveis de EGF e TGFa também nao diferem
significativamente entre miométrio e mioma. O numero de receptores para EGF se
apresenta diminuido em miomas (Sozen e cols., 2000; Vollenhoven e cols., 1995;
Dixon e cols., 2000). O IGF1 parece estar envolvido na proliferagdo de tecido
miomatoso (Vollenhoven e cols., 1995). Varios autores encontraram um numero
aumentado de receptores para esse fator nesses tecidos (Tommola e cols;
Chandrasekhar e cols., 1992; Dixon e cols., 2000). Estudo prévios demonstraram a
existéncia de hibridos de receptor IGF1/insulina. Estes hibridos consistem de uma
metade off de receptor de IGF1 e outra metade off de receptor de insulina e
parecem ser mais responsivos ao estimulo de IGF1. As propriedades funcionais
destes hibridos ainda ndo sdo compreendidas em detalhe (Soos e cols., 1993). E
possivel que esta formagao de hibridos e favorecimento da resposta a IGF1 tenha

participagdo na formacao de tumores (Kellerer, 1996), entre eles os miomas.

Analisando a atividade do receptor ap6s estimulo com insulina, nossos
experimentos de auto-fosforilagao utilizando wesfernblot com anticorpo anti-tirosina
fosforilada e autorradiografia mostraram nao haver diferencga significativa no nivel de
fosforilagao da subunidade B do receptor em tecido miometrial normal e mioma.
Esses dados sugerem que a atividade intrinseca do receptor de insulina ndo se
apresenta diferente em mioma quando comparada com miométrio normal adjacente
da mesma paciente. Fayed e cols. (1989) observaram uma acgéo sinérgica da
insulina com EGF favorecendo o crescimento do mioma. Entretanto, isoladamente, a

insulina ndo mostrou relacionar-se com o crescimento desse tumor (Fayed e cols.,
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1989). Nagamani e Stuart (1992) sugeriram aumento na afinidade do receptor de
insulina em mioma quando comparado a miométrio. Mesmo nesses trabalhos,
havendo a sugestdo da a¢do da insulina e seu receptor no desenvolvimento do

mioma, os resultados nao avaliaram de forma mais direta a atividade do receptor € a

via de transdugao intracelular.

Em miomas, os trabalhos existentes nessa area avaliaram apenas a afinidade
e o numero de receptores de insulina (Fayed e cols., 1989; Nagamani e Stuart,
1992). Nenhum trabalho foi encontrado mostrando a atividade de tirosina quinase do
receptor de insulina nesse tipo de tumor. Nossos resultados sugerem o mesmo nivel
de atividade intrinseca do receptor em miométrio normal e mioma. Apesar disso, é
forte a suspeita da influéncia da insulina nesse tumor, j& que suas acgbes no
crescimento e diferenciagado de células normais sao bastante conhecidas, bem como
seu papel em outros tumores ja terem sido identificados (tanto no nimero de

receptores quanto na sua atividade) (Kellerer, 1996, Corleta e cols., 1996; Capp e

cols., 1996).

Uma possivel explicagdo para os nossos achados, entao, € que a alteragao
possa estar adiante no mecanismo de sinalizagao intracelular, desencadeado pela
ligacao da insulina ao seu receptor. Nesse ponto, uma ou mais proteinas envolvidas
na cascata da transducéo do sinal de insulina, como IRS1, MAPK, ou oncogenes (c-
fos, c-jun) podem estar com sua expressdo, bem como sua atividade alteradas. Os
resultados obtidos nesse trabalho contribuem para elucidar os mecanismos

moleculares do crescimento desse tumor.



CONCLUSAO

A acéo da insulina ocorre apés ligacdo ao seu receptor através de uma
cascata de fosforilagbes, iniciada pela da autofosforilacdo. A metodologia para
estudo da atividade de tirosina quinase (autofosforilagdo) do receptor de insulina foi

estabelecida com sucesso.

A andlise da expressdao génica do receptor de insulina nao demonstrou

diferenca significativa quando comparados tecidos de miométrio normal e mioma.

A atividade intrinseca de tirosina quinase do receptor de insulina, avaliada por
sua autofosforilacdo, nao foi diferente comparando-se miométrio e mioma. Esses
dados sugerem que esta etapa da transdugdo do sinal de insulina ndo é a

responsavel pela proliferacao celular alterada destes tumores.

Outras etapas da via de transducdo do sinal de insulina deverdo ser
estudadas nesses tumores. Alteragdes na fosforilagao de substratos citoplasmaticos
(IRS1), na cadeia de MAP quinases e em oncogenes, tais como c-fos e c-jun, sdo

candidatas as préximas investigacoes.
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Anexo A - Consentimento informado
AUTORIZA(}[\O PARA PARTICIPAR DE UM PROJETO DE PESQUISA

NOME DO ESTUDO: Transdugao do sinal de insulina em miométrio e mioma
NUMERO DO PROTOCOLO: INSTITUICAO: UFRGS
PESQUISADOR RESPONSAVEL:Guilherme Kirjner Toscani

TELEFONE para contato: (051) 3227 9484

NOME DO PACIENTE:

Solicitamos através desta sua colaboracdo no projeto de pesquisa “transducao do
sinal de insulina em miométrio e mioma humanos”. Para tanto precisamos de sua
autorizagdo para utilizar as sobras do material biolégico que ja foi utilizado para realizagao
de exames e que for retirado na cirurgia por indicagdo de seu médico assistente. A sua
cirurgia ndo terd influéncia deste protocolo de pesquisa, ficando sua indicagdo a critério de
seu meédico. Durante a realizagdo do projeto e a publicagdo dos resultados serd mantido
sigilo quanto a sua identificacdo. Todas as informagdes obtidas deste estudo, bem como do
prontudrio hospitalar podem ser publicadas com finalidade cientifica, mantendo-se o sigilo
pessoal, ou seja, os nomes das pessoas envolvidas nao serdo divulgados em quaiquer

momento.

Declaro ter lido as informagbes acima antes de assinar este formulario. Foi-me dada
ampla oportunidade de fazer perguntas, esclarecendo plenamente minhas duvidas. Por este
instrumento, tomo parte voluntariamente no presente estudo.

Data:

Assinatura do paciente

Assinatura do pesquisador Data:
responsavel
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Anexo B - Trabalho aceito para publicacao em periédico nacional
MIOMATOSE UTERINA - PAPEL DO IGF1E SEU RECEPTOR

UTERINE LEIOMYOMA — ROLE OF IGF1AND ITS RECEPTOR

RESUMO

Os miomas uterinos sao os tumores mais comuns do trato genital feminino e
acometem 20 a 30% das mulheres em idade reprodutiva, embora geralmente
benignos, causam uma série de sintomas desagradaveis como: sangramento
anormal, desconforto pélvico, trabalho de parto prematuro, aumento da freqiiéncia
urinaria e constipacdo. Atualmente, o Unico tratamento definitivo é a cirurgia,
miomectomia ou histerectomia. Sabe-se que seu crescimento sofre influéncia
hormonal, porém nao esta claro como o estrogénio exerce sua funcdo, havendo
possibilidade de que seja mediado por fatores de crescimento com o IGF-I. Este

horménio ja foi relacionado com o crescimento de outros tumores como mama,

cérebro e rins.

Palavras-chave: IGF — |, fator de crescimento da insulina - |, receptor de IGF- |,

tirosina quinase, mioma.

ABSTRACT
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Uterine leiomyomas are the most common tumor from women genital tract,
affecting 20 %to 30% of women of reproductive age. Their symptoms are pelvic
discomfort, abnormal uterine bleeding, spontaneous abortion, constipation and
urinary frequency. Leiomyomas represent the most common indication for
hysterectomy. Although leiomyomas represent a significant public health issue for

women, the mechanisms that govern this tumor genesis are poorly understood.

Keywords: IGF — [, Insulin-like growth factor, IGF- | receptor , tyrosine kinase,

leiomyoma
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INTRODUCAO

Os miomas ou leiomiomas — tumores de células do musculo liso uterino — séo
os tumores mais comuns do trato genital feminino e acometem 20 a 30% das
mulheres em idade reprodutiva, chegando a uma incidéncia de aproximadamente
50%, se considerarmos apenas as mulheres de raga negra (Sharara, 1995). Em um
levantamento realizado entre 1988 e 1990, os miomas foram responsaveis por 1/3
das 1,7 milhées de histerectomias realizadas nos Estados Unidos (Sharara, 1995).
Além disso, os miomas causam uma série de sintomas desagradaveis como:
sangramento anormal, desconforto pélvico, abortamento espontaneo, aumento da

freqiiéncia urinaria e constipacao.

Estes tumores sdo benignos e surgem no miomeétrio contendo quantidade
variavel de tecido conectivo fibroso. Nenhum gene especifico foi identificado como
responsavel pelo surgimento dos miomas. Estudos cromoss6micos, no entanto,
mostram aberragdes citogenéticas heterogéneas, sendo cinco as mais freqiientes:
translocacéo especifica entre os cromossomas 12 e 14, trissomia do 12, delecdo do
cromossoma 7 e rearranjo envolvendo o brago longo do cromossoma 12 e o braco

curto do 6. Assim multiplos locus génicos parecem envolvidos (Nowak, 1997).

O fato dos miomas aparecerem durante a fase reprodutiva, aumentarem
durante a gestacao e regredirem apds a menopausa sugere sua dependéncia dos
horménios ovarianos (Otubu,1982; Giudice,1993, Strawn,1995). Os analogos do
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH), os quais reduzem a concentragdo
sérica de estrogénio e progesterona, como visto na menopausa, tém sido usados

como a terapia medicamentosa para diminuir os miomas pré-cirurgicamente. No
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entanto, estes tratamentos nédo sdo adequados a longo prazo, devido ao grande

numero de efeitos colaterais, como por exemplo, diminuicdo da massa 6ssea

(Stewart, 1992).

A administracao exdgena de progesterona com analogos do GnRH resultam
em uma redug¢do muito menor do volume dos miomas, comparado-se ao tratamento
isolado com analogos. Isto sugere que a progesterona também possa exercer efeito

na promog¢ao do crescimento dos miomas (Nowak,1997).

Embora nao tenha sido encontrada diferenc¢a entre a concentracao sérica de
estrogénio na mulher com mioma e sem mioma, sua concentragdo € maior nos
miomas do que no miométrio vizinho (Otubu,1982). Isto provaveimente se deva a
diminuicdo do metabolismo do estradiol a estrona, causado por uma menor
quantidade de 17<x-hidroxi-desidrogenase, nestes tumores do que no miométrio
(Otubu,1982). Além disto, a concentragdo de receptores de estradiol € maior em
miomas do que em miométrio (Rein, 1990). Se o estradiol age diretamente sobre a
proliferagdo celular dos miomas ou via mediadores como os fatores de crescimento
nao esta bem determinado. Varios fatores de crescimento séo potentes mitdgenos e,
o IGF -l (insulin-like growth factor - [), particularmente, tem sido apontado como

mediador do estradiol em ratos e uteros humanos (Chandrasekhar,1992).

Ha crescentes evidéncias de que a insulina, o IGF1e seus receptores estejam
envolvidos na transformagao tumoral de tecidos hormbnio dependentes (mama e
trato gastrointestinal), e de tecidos ndao horménio dependentes (cérebro, medula,
rins). O fato de que muitos tumores renais contém quantidades aumentadas de

glicogénio, fosfolipidios e trigliceridios sugere o envolvimento da insulina e/ou
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IGF1no carcinoma renal (Kellerer,1995). Estas observagdes indicam que os IGFs

podem ter um importante papel na tumorogénese.

Embora os miomas representem um significativo problema de saude publica
para as mulheres, os mecanismos envolvidos na génese destes tumores é
pobremente entendido. Esta revisdo apresenta o que se conhece da relagdo entre

os miomas e o IGF-l.

IGF1

O IGF1é um hormonio peptidico ou fator de crescimento que apresenta
homologia na maioria de seus aminoacidos com a insulina e o IGF-I
(Chandrasekhar, 1992; Roith, 1997). Seu peso molecular é de 7649 Daltons (Wang,
1999). Os IGFs sdo formados por 70 aminoacidos, séo sintetizados no figado, retém
o peptideo C e, tém um carbono terminal (Chandrasekhar, 1992; Roith, 1997). Os
IGFs circulam em concentragbes nanomolares, largamente ligados a uma de seis
proteinas de ligagdo que hodulam as suas atividades (Roith,1977). O gene do
IGF1humano consiste em pelo menos 5 exons, os quais sao localizados dentro de
uma regiao de 90 kilobases, no cromossoma 12. Ha 2 percursores de RNAm para
IGF-1, os quais diferem na parte carboxi-terminal. No entanto, o IGF1derivado de

ambos percursores sao idénticos (Gloudemans, 1990).

Ambos IGFs sao essenciais no desenvolvimento embrionario e mantém a
concentragdo nanomolar na vida adulta. Apés o nascimento o IGF1 parece ter um

papel, predominantemente, regulador do crescimento (Roith,1997). A interacdo do
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horménio do crescimento(GH) com seu receptor hepatico estimula a expressao do
gen de IGF1 e a liberagdo do IGF1l. Assim a concentracédo de IGF1 usualmente é
semelhante a do GH durante as 24 horas do dia, por sua vez o IGF1 inibe a
secrecao do GH pela hipéfise (Roith,1997). O GH, o hormébnio da paratiredide e os
esteroides sexuais regulam a produc¢do de IGF1nos ossos, enquanto os esterdides

sexuais sao os principais reguladores do IGF 1no sistema reprodutor.

PROTEINAS DE LIGAGCAO DOS IGFs

As proteinas de ligacdo dos IGFs (IGFBP) assim como os IGFs sao
sintetizados primeiramente no figado, mas também localmente pela maioria dos
tecidos, onde eles agem de maneira autocrina ou paracrina. As proteinas de ligagao
dos IGFs sao capazes de modular a proliferagdo celular induzida pelo IGF tanto de
uma maneira positiva quanto negativa. Assim a circulagao das proteinas de ligagcéo
podem limitar ou facilitar o acesso dos |GFs a tecidos especificos e para os
receptores de IGF1 e Insulina. Das seis proteinas de ligacao, a proteina 3 de ligagcédo
do IGF liga mais de 95% dos IGFs séricos (Roith,1997). Como a proteina 3 de
ligacao do IGF1apresenta um peso molecular de 150kDa, complexos formados por
ela ndo cruzam a barreira capilar ficando retidos na circulacdo (Wang,1999).
Dependendo da concentra¢do de proteina 3 de ligagdo do IGF seu efeito podera ser

de estimulo ou inibicdo do crescimento induzido pelo IGF1(Van Der Ven, 1996).

O IGF1e a proteina 3 de ligacao do IGF1formam um compliexo com outra
subunidade protéica, a subunidade acido-labil. Neste complexo ternario os IGFs tém

uma meia-vida de muitas horas. Uma vez liberados do complexo, os IGFs deixam a
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circulagao e entram nas células alvo com a ajuda de outra proteina de ligacdo
(Roith,1997). O GH aumenta a concentragdo sérica de ambos, subunidade acido-

labil e proteina 3 de ligagao do IGF (Roith,1997; Rajaram,1997).

O GH, a progesterona e a insulina regulam a sintese da IGFBP-l. Na fase
folicular do ciclo menstrual o crescimento endometrial € promovido pelo estradiol via
IGF-I, o qual por sua vez estimula a proliferacdo celular do endométrio. Na fase litea
a progesterona estimula o endométrio a secretar IGFBP-l a qual promove a
diferenciacdo endometrial e modula a agao do IGF-I. Embora a circulacao de IGFBP-
| diminua na fase latea um aumento na produgéo local a nivel de endométrio tem
sido observado quando a concentracdo de progesterona esta elevada. Wang (2000)
demonstrou por RT-PCR que o RNAm da IGFBP-I se expressa na pds-menopausa
somente naquelas pacientes que recebem terapia de reposicdo combinada

(premarin 0,625mg/dia + medroxiprogesterona 5mg/dia).

Varias proteinas de ligacao dos IGFs, incluindo a 1, 2, 4 e 6 inibem a agao do
IGF ligando-se a ele e impedindo a sua ligacao ao seu receptor. A proteina de
ligacdo 1 quando fosforilada inibe a acdo do IGF, em contraste, sua forma nao
fosforilada potencializa a acdo do IGF1na sintese de DNA em células do musculo
liso animal (Rajaram,1997). Assim a mesma proteina de ligacdo do IGF pode
exercer diferentes efeitos sob condigbes diversas. Ao contrario das demais proteinas
de ligacdo do IGF, a 5 tem efeito positivo para uma variedade de células

(Rajaram,1997).

Algumas proteinas de ligacdo do IGF ligam-se aos fatores de crescimento

com maior afinidade do que os receptores de IGF, evitando assim a ativagao de
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mecanismos intracelulares. A afinidade destas proteinas de ligacao aos IGFs pode
ser reduzida pela quebra da protease ou aumento da fosforilagdo da proteina de
ligacao, ou pela ligacdo das proteinas a superficie das células mais do que na matriz
extracelular. Embora muitas proteinas de ligag¢édo do IGF 1sejam capazes de interagir
com a superficie da membrana celular, ndo ha evidéncias de que estes sitios de
ligacado exercam funcdo de transducao de sinal (Murphy,1998). A afinidade reduzida
aumenta a atividade biologica dos IGFs pelo aumento da quantidade de fatores de

crescimento livres, disponiveis para os receptores de IGF — I.

RECEPTOR DE IGF1

Os receptores de IGF1sao glicoproteinas heterotetraméricas, com duas
subunidades alfa (135 kD) e duas subunidades beta (90-105 kD) (Capp, 1996). A
subunidade o é exclusivamente extracelular, enquanto a subunidade B apresenta
uma porgao extracelular glicosilada, uma transmembrana e uma regido intracelular
(figura 1). As subunidades o e B sado ligadas por pontes dissulfeto. A atividade
tirosinaquinase intrinseca deste receptor se localiza na parte citoplasmatica da
subunidade B. Esta parte revela-se muito semelhante, aproximadamente 80%, com o
receptor de insulina. Os receptores de insulina e IGF1tem potencial de formar um
receptor hibrido heterotetramérico. Este receptor hibrido tem capacidade de se ligar
a insulina e ao IGF1com alta afinidade. (Kellerer,1995). No entanto, varios grupos
sugerem que o receptor hibrido € mais responsivo ao estimulo de IGF1do que da

insulina e assim exibiria propriedades funcionais predominantemente de um receptor

de IGF-L.
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TRANSDUCAO DO SINAL DE IGF1

A ligacao dos IGFs a subunidade a do receptor estimula a atividade quinase
na subunidade B (Kellerer,1995). Esta apresenta uma atividade quinase intrinseca e

através da fosforilagado das proteinas celulares nos sitios de tirosina transmitem o

sinal para o sistema efetor das células alvo (Capp,1996) estimulando o crescimento.

A ativagado do receptor de insulina e de IGF1 evocam respostas similares dentro da
célula, no entanto, como a insulina regula a funcdo metabdlica (Capp,1998) e os
IGFs regulam o crescimento e diferentes fungées a rota final que estes hormonios

ativam dentro da célula devem ser separadas e distintas (Roith,1997).

IGF1E MIOMAS

O mecanismo pelo qual o receptor de IGF1media a formacgao e o crescimento
tumo‘ral permanece incerto. No entanto, ha evidéncias de que a ativagdo dos
,recv:eptqres doé fatores de crescimento seja um mecanismo pelo qual os genes
,subfessbres tumorais e oncogenes modulam a proliferacdo celular e
,‘cbnseqﬁentemente a formacgao e/ou o crescimento dos tumores (Blaskeley, 1997). A
expressdao aumentada de receptores de IGF1 funcionais sdo suficientes, nao
somente para aumentar a proliferacao celular, mas também a sua transformacao
(Blaskeley, 1997). Este potencial de crescimento tumoral néo é conferido a células
com expressao aumentada de receptores de IGF1 deficientes, nos quais especificos

aminoacidos sofreram mutagdes. Além disto, partes especificas do C-terminal do
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IGF1tém se mostrado essenciais na mediagao do sinal de transformacdo. Desta
forma, € especulado como terapéutica futura uma alteragéo especifica do receptor

de IGF1na transducgéo do sinal como agente antitumoral efetivo (Blaskeley, 1997).

Estudos recentes tém mostrado que o leiomioma mostra uma resposta
proliferativa aumentada ao IGF1in vitro comparado ao miométrio normal. Esta
resposta é atribuida ao fato do leiomioma expressar niveis mais elevados do
receptor de IGF1(Strawn, 1995). Isto sugere que os IGFs possam exercer um
importante papel no crescimento e transformacado destes tumores(Van Der Ven,

1997).

A expressdao do gene de IGF1 no leiomioma parece ser estrégeno-
dependente. Sua expressao é maior durante a fase proliferativa e diminui durante a
fase .secreto’:ra, sendo indetectavel em pacientes tratadas cbm agonistas do GnRH
‘(Giudice, 1993). Ao contrario, a expressao do receptor de IGF1 ndo parece ser
" regulada pelo estrogénio e esta aumentado nos miomas em relagdo ao miométrio
adjacente (Giudice,1993; Tommola,1989). Os agonistas do GnRH podem agir
através da diminui¢ao dos niveis de estradiol e assim alterar a produc¢do de IGF1no
'-.Io’cval, sem"m'udar‘ os niveis de receptores. Os niveis plasmaticos de GH e
-\lGFTj‘diminuem significativamente apés o tratamento com os agonistas do GnRH,
’- ;pr'o}vavélmente como resultado do estado hipoestrogénico induzido por estes
agonistas. Se isto contribui para diminuicdo dos leiomiomas ainda ndo é sabido.
Sharara, demonstrou que a expressdo génica do receptor do GH foi similar em

ambos, miomas e miométrio, ndo sendo alterado pelo tratamento com agonistas do
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GnRH, sugerindo que o receptor de GH néo seja regulado pelo estrogénio (Sharara,

1995).

A alta afinidade dos receptores de IGF1tem sido identificada nas membranas
uterinas usando métodos com material radioativo (Chandrasekhar,1992). Estudos
mostram que a maior parte do IGF1marcado se liga as células musculares do
miométrio. Assim, estes estudos mostram que, ambos, IGF1e seus receptores séo
mais abundantes no miométrio, sendo sugerido que o IGF1aja no musculo liso do
miométrio como um fator de crescimento autécrino e paracrino (Tommola,1989;

Chandrasekhar,1992).

Estudos in vitro usando cultura de células miometriais e rea¢do de polimerase
em cadeia com transcriptase reversa tém confirmado que o IGF1é um mitdgeno para
‘estas células, particularmente em combinacio com o EGF -Epidermal Growth

‘Factor-, com o PDGF - Platelet-derived growth factor- e o TGFa - Transforming

}, growth factor - o (Vollenhoven,1995).

Tanto 6 miométrio normal quanto o leiomioma expressam RNAms para o
IGF1e o IGF-II. Outros estudos sugerem que os niveis de IGF1RNAm s&o similares
'le'm : arﬁbds os tecidos, no entanto, estdo suprimidos no leiomiossarcoma, tumor
i‘-rr‘xaligno (Gloudemans, 1990). Ao contrario, os niveis de IGF-Il RNAm sao
"c0nsistentemente mais elevados em leiomiossarcomas do que no tecido miometrial
‘normal. (Gloudemans, 1990). Enquanto os tumores benignos contém uma
quantidade substancialmente mais elevada de tecido conectivo, os tumores malignos
de musculo liso contém quase exclusivamente células de masculo liso. A

observacado de que o gene de IGF1é suprimido com o aumento da malignidade
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poderia indicar que a expresséo do IGF1se desse no tecido conectivo do miométrio
ao invés das celulas de musculo liso. Entretanto estudos imunohistoquimicos
mostram que o IGF1se apresenta exclusivamente nas células do musculo liso e nao

no tecido conectivo (Gloudemans, 1990).

A secrecao de IGF1e IGF-Il pelos miomas obtidos de mulheres tratadas com
agonista do GnRH, no estudo de Rein e colaboradores, foi significativamente menor
do que dos tecidos obtidos de mulheres do grupo controle que receberam somente
placebo (Rein,1990), o mesmo acontecendo em relacdo a secrec¢ao de IGF1e IGF-I
a nivel de miométrio, a qual se encontra diminuida nas amostras daquelas mulheres
submetidas ao tratamento com agonista do GnRH em relagdo ao placebo. Isto
sugere que a regressao dos miomas uterinos a qual esta associada com a
administracdo crénica de agonista do GnRH poderia ser regulada em parte pela

diminuicéo da concentracgéo local de IGF1e IGF-II (Rein,1990).

CONCLUSAO

O IGF1parece estar envolvido com o surgimento dos miomas, no entanto, seu
real papel na génese e crescimento dos mesmos ainda nao esta claro. Mais estudos
,‘due avaliem a presenca e a funcao do IGF-I, de seu receptor e das proteinas de

ligacao para IGF nestes tumores devem ser realizados.
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Figura 1 — Modelo do receptor de IGF-I
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Legenda da figura 1. O rec;eptor de IGF1é uma proteina transmembrana, que
mantém sua estrutura através de pontes de enxofre. A subunidade o € onde se liga
o IGF-I. O sinal é entdao transmitido a subunidade B, que possui uma porgao
extracelular, transmembrana e intracelular. Alguns aminoacidos na subunidade f
tém funcao ja definida. Sitios de tirosina sdo necessarios para ativacao da tirosina
quinése. Lisina & o sitio de ligacao de ATP. Alguns residuos de tirosina estéo
relacionados com a ligagao do substrato do receptor (IRS 1). Residuos de serina e

treonina podem estar relacionados com a modulagao da transmissao do sinal.





